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1. PAPEL DE LA ASPARRAGINA Y DE LA ENZIMA ASPARRAGINA 
SINTETASA EN EL METABOLISMO DEL NITRÓGENO DE LAS PLANTAS 
El nitrógeno es un elemento esencial para la vida de las plantas que constituye 
del 1,5 al 5% de su peso seco y cuya disponibilidad resulta ser, con frecuencia, un factor 
limitante de su crecimiento (Hageman y Lambert, 1988; Lawlor et al., 1989; Lam et al., 
1996). No es extraño, por tanto, que las plantas hayan desarrollado una serie de 
mecanismos muy eficientes para adquirir y conservar este elemento, que en su conjunto 
se denominan metabolismo del nitrógeno. 
El metabolismo del nitrógeno abarca acciones muy diversas que comienzan con 
la asimilación del nitrógeno del medio para incorporarlo a moléculas orgánicas y sigue 
con su transporte a distintas partes de la planta donde es requerido para la síntesis de 
compuestos esenciales. En la mayoría de los suelos, el nitrógeno se encuentra 
fundamentalmente en forma de nitrato, debido a que el amonio, incluso el añadido al 
suelo como fertilizante, es rápidamente oxidado, primero a nitrito y luego a nitrato, por 
las bacterias nitrificantes. El nitrato del medio es reducido hasta amonio por las plantas 
antes de su incorporación a moléculas orgánicas. 
Una de las características más notables de este metabolismo es la capacidad de 
movilización del nitrógeno invertido en proteínas y otras sustancias nitrogenadas para 
su translocación entre distintas partes de la planta, lo que constituye un ejemplo de 
optimización del uso de las reservas nitrogenadas al primar la reutilización del nitrógeno 
frente a su adquisición del medio (Joy, 1988; Feller y Fisher, 1994). La germinación y 
la senescencia son dos procesos fisiológicos que se acompañan de una intensa 
movilización de compuestos nitrogenados. 
La asparragina y la enzima asparragina sintetasa (AS; EC 6.3.5.4) son dos 
elementos claves del metabolismo del nitrógeno de las plantas. La asparragina está 
ampliamente distribuida entre los vegetales reconociéndosele un papel fundamental en 
el metabolismo de importantes cultivos como el maíz, el guisante y el espárrago 
(Sieciechowicz et al., 1988). Esta amida se sintetiza tanto a partir del nitrógeno recién 
asimilado en las raíces de leguminosas y de especies no noduladas, como del nitrógeno 
almacenado en semillas y hojas (Schubert, 1986; Sieciechowicz et al., 1988). De este 
modo, la asparragina contribuye tanto a la asimilación primaria del nitrógeno como a su 
movilización y reasimilación. 
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En las plantas, la asparragina es sintetizada mayoritariamente por acción de la 
asparragina sintetasa que cataliza la transferencia del grupo amido de la glutamina (o de 
amonio) al aspartato, rindiendo asparragina y glutamato. Esta transferencia requiere la 
hidrólisis del ATP hasta AMP y PPi (Schubert, 1986; Richards y Schuster, 1998) y la 
presencia de iones de magnesio (Lea y Miflin, 1980; Richards y Schuster, 1998): 
 
 CONH2               COOH                                             COOH                CONH2 
 CH2                     CH2                                                 CH2                     CH2 
 CH2             +       HCNH2                                              CH2        +        HCNH2 
         HCNH2                   COOH                                         HCNH2                   COOH 
 COOH                                                                         COOH 
 
  
 
Por su importancia para el desarrollo de las plantas, la AS ha sido seleccionada 
como diana de compuestos herbicidas. La inactivación de esta enzima por 
monoterpenos cineoles y por un herbicida análogo, la cinmetilina, provoca una 
inhibición del crecimiento de las plantas de lechuga. Esta situación puede revertirse 
mediante la adición de asparragina exógena a la planta (Romagni et al., 2000). 
El desarrollo de las raíces, las hojas, las flores, los frutos y las semillas requiere 
un gran aporte de nitrógeno para la síntesis de proteínas, ácidos nucleicos y otros 
compuestos nitrogenados. Para satisfacer esta demanda, el nitrógeno asimilado por la 
planta es transportado a los tejidos en crecimiento activo en forma de un reducido grupo 
de compuestos orgánicos.  
La solubilidad y la estabilidad en los fluidos fisiológicos, y una relación C/N 
favorable, son propiedades definitorias de los compuestos transportadores de nitrógeno. 
La asparragina, más soluble que los ureidos y más estable que la glutamina, ocupa una 
posición destacada entre los transportadores de nitrógeno en plantas y como almacén del 
mismo (Sieciechowicz et al., 1988; Lea et al., 1990). 
La mayoría de las especies de leguminosas tropicales exportan el nitrógeno 
fijado en la raíz en forma de ureidos, como el ácido alantoico y la alantoína, mientras 
que las leguminosas de áreas templadas lo hacen en forma de asparragina. Los ureidos 
ATP            AMP+PPi
          Mg2+ 
Asparragina 
   sintetasa 
Glutamina                Aspartato                                                 Glutamato       
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aventajan a la asparragina en la cantidad de nitrógeno transportado por molécula (cuatro 
átomos frente a dos) si bien, en las condiciones climáticas de las áreas templadas, la 
baja solubilidad de los ureidos limitaría la cantidad de nitrógeno que puede ser 
transportado en esa forma (Sprent, 1980; Schubert, 1986). 
La baja relación C/N de la asparragina con respecto a la glutamina (4:2 frente a 
5:2) la convierten en un transportador más económico, especialmente apropiado en 
situaciones de déficit de carbono. De hecho, el nivel de asparragina en raíces de maíz y 
células de arce cultivadas en ausencia de fuente de carbono es muy superior al de los 
correspondientes controles (Genix et al., 1990; Brouquisse et al., 1992). Los períodos 
prolongados de oscuridad, que provocan una carencia de carbono, también inducen un 
aumento notable de los niveles de asparragina en muchas especies de plantas (Sullivan, 
1858; Chibnall, 1939; Urquart y Joy, 1981; Lam et al., 1995).  
La asparragina es un aminoácido esencial para las plantas también bajo 
condiciones normales de crecimiento. Es indispensable para la síntesis de proteínas e 
interviene en otros procesos, como la fotorrespiración, que ocurren en tejidos bien 
iluminados. En la fotorrespiración, la asparragina actúa como donador de nitrógeno 
alternativo al glutamato en la reacción de formación de glicina a partir de glioxilato (Ta 
et al., 1984; Sieciechowicz et al., 1988). La asparragina también juega un papel en la 
eliminación del exceso de amonio, como se deduce del aumento de la concentración de 
esta amida inducido por altas concentraciones de amonio en plantas cultivadas en la luz 
(Prianischnikow, 1922; Kanamori y Matsumoto, 1974; Givan, 1979; Lea y Miflin, 
1980). 
Además de la carencia de luz, las plantas pueden sufrir diversas situaciones 
desfavorables que merman su capacidad fotosintética produciendo una limitación del 
carbono disponible y un incremento de la proteolisis (James et al., 1993), con la 
consiguiente acumulación de amonio en la planta. La síntesis de amidas en general y de 
asparragina en particular está asociada a algunas de estas situaciones desfavorables 
(Sieciechowicz et al., 1988; Rabe, 1990). El estrés post-cosecha, por ejemplo, hace 
aumentar de 5 a 10 veces el contenido de asparragina en los brotes de espárrago (King 
et al., 1990). En el tomate, la carencia de zinc multiplica por cincuenta el contenido de 
asparragina (Stewart y Larher, 1980). En estos casos, la síntesis de asparragina puede 
ser un medio de almacenamiento del exceso de nitrógeno mientras que la síntesis de 
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proteínas esté inhibida a causa del estrés, y una vía para eliminar el amonio acumulado 
en la planta. 
 
2.  BASE BIOQUÍMICA Y MOLECULAR DE LA ASPARRAGINA SINTETASA 
DE PLANTAS 
 Desde hace casi doscientos años se conoce la existencia de asparragina en los 
vegetales (Vauquelin y Robiquet, 1806). A pesar de ello, aún no se ha logrado una 
caracterización bioquímica completa de la AS de plantas ante la imposibilidad de 
obtener preparaciones de la enzima suficientemente purificada. Esto se debe, en parte, a 
la extrema labilidad de la AS parcialmente pura (Rognes, 1975; Huber y Streeter, 1984 
y 1985), a lo que se suma la existencia de una elevada actividad asparraginasa y de 
inhibidores en los extractos (Streeter, 1977; Joy et al., 1983) que impiden ensayar la 
actividad AS in vitro. 
 La ausencia de preparaciones puras de esta enzima ha impedido, entre otras 
cosas, conocer su estructura con exactitud, precisar su localización subcelular o 
determinar la existencia de diferentes isoenzimas y sus propiedades catalíticas. 
 Los datos derivados de las pruebas bioquímicas realizadas sobre un reducido 
número de plantas, como es el caso de Lupinus (Rognes, 1970, 1975 y 1980); soja 
(Streeter, 1973; Huber y Streeter, 1985); alfalfa (Twary et al., 1994) y maíz (Stulen y 
Oaks, 1977; Oaks y Ross, 1983), indican que estas asparragina sintetasas emplean 
preferentemente a la glutamina como donador de grupos amido aunque también pueden 
emplear amonio. Si bien, exhiben mucha menos afinidad por el amonio que por la 
glutamina y la velocidad de la reacción con amonio es del 30 al 40% menor de la que se 
obtiene con glutamina (Joy e Ireland, 1990). La única excepción a este comportamiento 
se observa en la AS de maíz, capaz de utilizar el amonio casi con igual eficiencia que la 
glutamina (Stulen et al., 1979). La reacción que se produce en este caso, al igual que en 
el caso de la glutamina, requiere la hidrólisis del ATP hasta AMP y PPi y la presencia 
de iones magnesio (Lea y Miflin, 1980): 
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     COOH                                                                       CONH2 
     CH2                                                                           CH2 
   HCNH2       +      NH3                                              HCNH2      +      H2O 
                 COOH                                                                      COOH 
                                                                          
 
 
 La regulación de la actividad de las AS vegetales es una cuestión esencialmente 
desconocida, si bien, estudios realizados en plantas y animales indican que la AS es 
sensible a algunos iones. El anión Cl- estimula la actividad AS de células leucémicas de 
ratón (Horowitz y Meister, 1972) y de cotiledones de Lupinus luteus (Rognes, 1980). El 
catión Ca2+, contrariamente, produce una fuerte inhibición de la actividad AS de L. 
luteus (Joy, 1985). 
 En comparación con las dificultades que surgen al abordar el estudio bioquímico 
de la AS, la caracterización molecular de los genes que la codifican y de su expresión ha 
encontrado mucha menos resistencia. De hecho, hasta el presente, la aproximación 
molecular constituye la principal vía de conocimiento de las AS de plantas. 
 En 1990 se clonaron del guisante las dos primeras secuencias que codificaban 
una AS de plantas (AS1 y AS2; Tsai y Coruzzi, 1990). Desde entonces, se han aislado 
clones de cDNA para la AS de espárrago (pTIP27; Davies y King, 1993), arroz (C635; 
Sasaki et al., 1994), Arabidopsis (ASN1, ASN2 y ASN3; Lam et al., 1994 y 1998), maíz 
(pZSS1; Chevalier et al., 1996), Lotus (LJAS1 y LJAS2; Waterhouse et al., 1996), alfalfa 
(AS13; Shi et al., 1997), soja (SAS1 y SAS2; Hughes et al., 1997) y judía (PVAS1 y 
PVAS2; Osuna et al., 1999 y 2001) que han contribuido, entre otras cosas, a determinar 
la estructura primaria de las asparragina sintetasas de estas especies. 
 De acuerdo con las secuencias de los cDNA, las AS de plantas son proteínas 
muy similares que comparten más de un 70% de identidad de secuencia de aminoácidos. 
Tienen un tamaño aproximado de 65 kDa, y están compuestas por 579-591 residuos 
aminoacídicos. El hecho de que varias de las especies estudiadas posean dos genes 
homólogos, pero diferentes, para la AS sugiere la existencia de diferentes isoenzimas. 
Los productos de ambos genes podrían tener actividad AS en forma de monómeros, ya 
que poseen todos los dominios necesarios para la catálisis (Richards y Schuster, 1998; 
                           Mg2+ 
Asparragina 
sintetasa 
           Aspartato                                                               Asparragina 
ATP            AMP+PPi
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Zalkin y Smith, 1998), lo que no es incompatible con la posibilidad del acoplamiento 
para formar homo y heterodímeros. No se han identificado péptidos de tránsito en la 
secuencia de los mensajeros de las AS de plantas, lo que sugiere que se trata de enzimas 
citosólicas (Tsai y Coruzzi, 1990). 
 En E. coli, existen dos tipos de asparragina sintetasa: la dependiente de amonio y 
la dependiente de glutamina, si bien, ésta última también puede utilizar amonio como 
sustrato alternativo (Richards y Schuster, 1998). Ambos tipos de AS están codificadas 
por dos genes muy diferentes, asnA para la AS dependiente de amonio y asnB para la 
AS dependiente de glutamina (Richards y Schuster, 1998; Zalkin y Smith, 1998). Este 
último presenta una elevada homología con los genes que codifican las AS de plantas, 
indicando una estrecha relación filogenética.  
 Se han identificado tres residuos aminoacídicos (Cys1, Asp29 e His101; Mei y 
Zalkin, 1989) responsables de la unión a glutamina en enzimas que emplean este 
aminoácido como donador de grupos amido, como la glutamina fosforribosil pirofosfato 
amidotransferasa (GPRPP amidotransferasa; EC 2.4.2.14). Estos residuos, conocidos 
con el nombre de tríada catalítica, se han convertido en el principal criterio para 
clasificar a una asparragina sintetasa vegetal como una amidotransferasa dependiente de 
glutamina, en lugar de dependiente de amonio (Lam et al., 1994; Chevalier et al., 1996; 
Waterhouse et al., 1996; Eason y King, 1997; Hughes et al., 1997; Shi et al., 1997; Lam 
et al., 1998; Eason et al., 2000; Kasai, K. et al., 2000; Nakano et al., 2000). Esta tríada 
catalítica no está conservada en la asparragina sintetasa del guisante (AS2) ni en la de E. 
coli (asnB) (Tsai y Coruzzi, 1990; Lam et al., 1994), poniendo en duda la fiabilidad de 
este criterio. 
 Una característica propia de las AS de plantas es la presencia de la región C-
terminal variable, que comprende los últimos 30-40 aminoácidos del extremo carboxilo 
terminal (Davies y King, 1993; Lam et al., 1994). Mientras que el resto de la secuencia 
peptídica está bastante bien conservada, esta región C-terminal variable es un segmento 
único de cada enzima cuyo origen y función se desconocen.  
La clonación de secuencias que codifican asparragina sintetasas de plantas no 
sólo ha contribuido a conocer sus propiedades estructurales, sino que ha permitido la 
preparación de sondas moleculares para estudiar la regulación de la expresión de los 
genes AS. 
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3. REGULACIÓN DE LOS GENES QUE CODIFICAN LA AS DE PLANTAS 
La transcripción de los genes AS parece ser un punto clave en la regulación de la 
síntesis de asparragina. Lam et al. (1998) han encontrado una perfecta correlación entre 
la expresión del gen ASN1 y el contenido en asparragina en los tejidos de Arabidopsis, 
demostrando que los cambios en la expresión de los genes AS tienen efectos 
fisiológicamente relevantes. 
A pesar de la variedad de especies estudiadas y de que algunas de ellas posean 
más de un gen para la AS, la mayoría de los genes que codifican AS de plantas 
muestran patrones de expresión muy semejantes. El rasgo más característico y 
extendido de la regulación de los genes AS de plantas es la represión por luz, una 
propiedad poco habitual que comparten con un escaso número de genes, como los que 
codifican al fitocromo y a la protoclorofilida reductasa (Tsai y Coruzzi, 1990). 
En el guisante y en Arabidopsis, la luz roja inhibe parcialmente la acumulación 
de transcritos AS indicando que el efecto represor de la luz está mediado, en parte, por 
el fitocromo (Tsai y Coruzzi, 1990; Lam et al., 1994). La luz también ejerce un efecto 
indirecto a través de su influencia en la disponibilidad de carbono de origen 
fotosintético. La acumulación de transcritos de los genes AS del maíz (pZSS1, 
Chevalier et al., 1996) y de Arabidopsis (ASN1, Lam et al., 1998) en la oscuridad, se 
inhibe por la adición de metabolitos carbonados, como la sacarosa o la glucosa, al 
medio. Lo mismo ocurre con la actividad AS. En raíz de maíz se ha observado un 
incremento de la actividad AS en condiciones de déficit de carbono (Brouquisse et al., 
1992). Cuando se trataron las plantas con glucosa, la actividad AS de raíces de maíz 
disminuyó (Stulen y Oaks, 1977). El efecto regulador de la luz a través de la 
disponibilidad de carbono parece estar extendido entre los genes del metabolismo del 
nitrógeno, ya que la sacarosa puede mimetizar los efectos de la luz sobre la expresión de 
los genes de la nitrato reductasa (NR; EC 1.6.6.1), la nitrito reductasa (NiR; EC 
1.7.7.1), la glutamina sintetasa (GS; EC 6.3.1.2), la glutamato sintasa dependiente de 
ferredoxina (Fd-GOGAT; EC 1.4.7.1) o la glutamato deshidrogenasa (GDH; EC 
1.4.1.4). La regulación de genes implicados en la asimilación del nitrógeno por la 
disponibilidad de carbono de la célula revela un mecanismo de coordinación entre el 
metabolismo del carbono y del nitrógeno en plantas (Lam et al., 1996). Más aún, el 
efecto represor de la expresión de los genes AS de Arabidopsis y del guisante por el 
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suplemento exógeno de carbono es revertido, en parte, por la subsiguiente adición al 
medio de fuentes de nitrógeno como los aminoácidos asparragina, glutamina y 
glutamato (Lam et al., 1994 y 1998). Estos resultados sugieren una compleja regulación 
metabólica, siendo la expresión de los genes AS en estas plantas sensible a señales 
procedentes del metabolismo del carbono y del nitrógeno. En la Figura 1 se muestra el 
modelo de control metabólico de la síntesis de glutamina y asparragina en Arabidopsis 
propuesto por Lam et al. (1994). Según este modelo, los genes para la glutamina 
sintetasa cloroplástica (GS2) y la asparragina sintetasa (ASN1) son regulados, en 
sentidos opuestos, por la luz y el balance C/N de la célula. En condiciones de luz y alta 
disponibilidad de carbono el gen para la AS se encuentra reprimido y el flujo de 
nitrógeno entrante es canalizado hacia la formación de glutamina y glutamato para la 
síntesis de compuestos nitrogenados. Por contra, la ausencia prolongada de luz reprime 
al gen para la glutamina sintetasa cloroplástica y lleva a una limitación del carbono 
disponible (relación C/N baja) que induce al gen para la AS. Como resultado de esto, el 
flujo de nitrógeno es desviado hacia la síntesis de asparragina para el transporte y 
almacenamiento temporal del exceso relativo de nitrógeno. La glutamina necesaria para 
la síntesis de asparragina en condiciones de oscuridad se obtiene de la isoenzima 
citosólica GS1, codificada por el gen GLN1 que no se reprime en condiciones de 
oscuridad (Lam et al., 1995 y 1996).  
El control de los genes AS de plantas por metabolitos de carbono y nitrógeno es 
un hecho evidente. Sin embargo, aún queda por determinar la extensión con la que este 
control es el responsable de los niveles de transcritos AS que se encuentran en una 
variedad de tejidos y situaciones fisiológicas, o si la regulación de los genes AS es 
compartida o reemplazada por factores específicos del tejido y la situación. Así, se 
desconoce la influencia de la regulación metabólica en la inducción de los genes AS 
durante la germinación en el guisante, durante el desarrollo de nódulos radicales en el 
guisante y en la alfalfa, durante la senescencia de hojas de Arabidopsis o de flores de 
Sandersonia (Tsai y Coruzzi, 1990; Shi et al., 1997; Eason et al., 2000; Fujiki et al., 
2001), ni durante diversas situaciones de estrés en plantas de maíz (Chevalier et al., 
1996), en las que la regulación de los genes AS podría también deberse a factores 
específicos. 
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Figura 1. Control metabólico propuesto para la regulación de la asimilación de nitrógeno 
en forma de glutamina y asparragina en Arabidopsis. NR: nitrato reductasa; NiR: nitrito 
reductasa; GS1: glutamina sintetasa citosólica; GS2: glutamina sintetasa cloroplástica; 
GOGAT: glutamato sintasa; ASN1: asparragina sintetasa; Glu: glutamato; Asp: aspartato; Asn: 
asparragina; α-CG: α-cetoglutarato. Adaptado de Lam et al., 1994. 
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La asparragina también es necesaria en procesos fisiológicos, como la 
fotorrespiración o la síntesis de proteínas para el crecimiento, que suceden en tejidos 
iluminados donde el balance C/N es elevado. El modelo de regulación descrito antes es 
perfectamente coherente con el papel de la asparragina como transportador de nitrógeno 
preferente en situaciones de déficit de carbono; sin embargo, no explica 
satisfactoriamente cómo se cubren las necesidades de asparragina en la luz. Una posible 
explicación es la existencia de más genes AS que no se reprimen por la luz. Por el 
momento, y a pesar del número y variedad de especies estudiadas, sólo se han detectado 
genes AS no reprimibles por luz en Lotus (LJAS1 y LJAS2; Waterhouse et al., 1996), en 
Arabidopsis (ASN2; Lam et al., 1998) y en Phaseolus (PVAS1; Osuna et al., 2001). Este 
último, sin embargo, no se expresa en las hojas, aun en condiciones de oscuridad, 
mientras que sí está presente en la raíz, donde no se reprime por la luz. 
La identificación de este nuevo tipo de genes AS desvela la complejidad de la 
base molecular de esta enzima en plantas. Los datos presentados sugieren que la AS, 
como ocurre con la glutamina sintetasa (Lam et al., 1996), podría estar codificada por 
una familia de genes diferencialmente regulados que participen en diferentes situaciones 
que requieren la síntesis de asparragina. Por el momento, este modelo no se ha 
confirmado en la mayoría de las especies estudiadas, donde no se ha identificado más 
que un gen AS. En algunas leguminosas se han encontrado un máximo de dos genes AS 
que muestran patrones de regulación muy semejantes. Sólo en Arabidopsis, una planta 
con un genoma pequeño, se ha identificado tres genes AS, ASN1, ASN2 y ASN3, que 
presentan patrones de regulación diferentes. ASN2, al contrario que ASN1, es inducido 
por la luz y los carbohidratos. Por lo tanto, la isoenzima codificada por ASN2 podría 
proporcionar la asparragina requerida en procesos fisiológicos que ocurren en 
condiciones de iluminación normales (Lam et al., 1996). 
Es evidente que el desarrollo de estrategias experimentales para la búsqueda 
exhaustiva de genes AS será un factor clave en las investigaciones futuras, ya que, sólo 
tras la identificación de todos los genes AS que operan en una especie, será posible 
abordar una caracterización completa de la base bioquímica y molecular de la síntesis 
de asparragina.  
Además, mediante estudios de expresión de los nuevos genes identificados se 
podrá aclarar si los genes AS responden sólo a una regulación por luz y a una regulación 
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metabólica a través del balance C/N o si, por el contrario, responden también a una serie 
de factores específicos del tejido y de la situación fisiológica. 
 
4.  CARACTERÍSTICAS DEL GIRASOL, LA PLANTA MODELO EMPLEADA 
EN ESTE TRABAJO 
El girasol (género Helianthus) es la planta modelo para el estudio del 
metabolismo del nitrógeno en nuestro grupo. Pertenece a la familia de las Compuestas, 
la mayor de las plantas vasculares, y recibe tanto su nombre común como su nombre 
científico (del griego helios, sol, y anthos, flor) de la propiedad de la planta de volverse 
hacia el sol durante el día (Beard, 1981). 
El origen del girasol es el continente americano y en la actualidad se conocen 
unas 100 especies de Helianthus, 50 de las cuales proceden de Norteamérica y 15 de 
Sudamérica. Las semillas de girasol llegaron a Europa a finales del siglo XVI y, por su 
carácter exótico, se plantaron en jardines con fines ornamentales. Debido a la riqueza en 
aceite de sus semillas, el girasol fue extendiendo gradualmente su cultivo con fines 
comerciales. Actualmente se explotan dos tipos de girasol: el no oleaginoso, cuyas 
semillas se destinan para consumo directo, es una planta de 2,5 a 4 metros de altura, de 
maduración tardía que posee un contenido aproximado del 30% de aceite en las 
semillas, y el girasol oleaginoso, destinado a la producción de aceite, cuyas plantas 
alcanzan de 2 a 2,6 metros de altura, maduran muy pronto y poseen semillas con un 
contenido en aceite superior al 40%. El aceite de girasol, rico en ácidos grasos 
poliinsaturados, se utiliza para una gran variedad de productos alimenticios y también 
en pinturas, barnices y ciertos plásticos, y como combustible en motores diesel, lo que 
convierte al girasol en una potencial fuente renovable de combustibles de buena calidad 
(Beard, 1981). 
La plántula de girasol presenta crecimiento epigeo ya que los cotiledones, que en 
un principio son los órganos de reserva de la semilla y suministran nutrientes al 
embrión, emergen del suelo debido a la elongación del hipocotilo y se transforman en 
órganos fotosintéticamente activos con capacidad de realizar funciones similares a las 
de una hoja. Esta transformación está promovida por la luz y es consecuencia de una 
serie de cambios metabólicos que incluyen procesos tales como la activación y síntesis 
de novo de enzimas y la transformación de proplastidios en cloroplastos. Al igual que le 
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ocurre a las hojas, los cotiledones de girasol sufren un proceso de senescencia natural, si 
bien, en este último caso, la senescencia ocurre de forma más temprana, pudiendo ser 
predecible mediante medidas del contenido de clorofila y proteínas. La germinación y la 
senescencia son dos procesos en los que se produce una gran movilización de nitrógeno, 
y los cotiledones de girasol un tejido idóneo para estudiar el papel de la asparragina  
durante estos procesos. 
La senescencia de las hojas es un proceso singular en el que paralelamente a la 
degeneración de los tejidos sucede un proceso de salvamento y reciclaje llevado a cabo 
con la movilización de compuestos de nitrógeno, carbono y elementos minerales de la 
hoja senescente hacia las hojas jóvenes, las semillas en desarrollo o los tejidos de 
reserva (Noodén, 1988; Peoples y Dalling, 1988; Buchanan-Wollaston, 1997), lo que 
convierte también a este tejido en idóneo para el estudio del metabolismo de la 
movilización de nitrógeno en plantas.  
A pesar de la importancia agronómica del cultivo de girasol, que en los últimos 
veinte años ha alcanzado el segundo puesto entre las fuentes de aceites vegetales, los 
trabajos científicos relacionados con el metabolismo del nitrógeno de esta especie son 
bastante escasos. De hecho, no existen datos acerca del metabolismo de la asparragina 
en esta planta. La escasez de estudios se explica, en parte, por el elevado contenido en 
grasas y fenoles de sus tejidos, especialmente la semilla y plántulas jóvenes, que 
dificulta enormemente la purificación y el aislamiento de proteínas y ácidos nucleicos 
funcionales.  
Con el fin de subsanar, en parte, el desconocimiento existente se abordará en el 
presente trabajo un estudio del metabolismo de la asparragina en el girasol. Una vez 
finalizado este estudio se dispondrá de información y material molecular específicos 
para contribuir a una futura mejora de la especie. 
 
5.  OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO 
El presente trabajo tiene como objetivo la caracterización de la secuencia y 
expresión de los genes que codifican la AS en el girasol, un estudio que se inició en 
nuestro laboratorio con el aislamiento de pequeños fragmentos de cDNA que codifican 
diferentes asparragina sintetasas (Carrasco Ballesteros, 2000). Para ello se han fijado 
varios objetivos: 
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•   Obtener las secuencias completas de los cDNA que codifican las diferentes 
asparragina sintetasas de girasol. 
• Caracterizar estas secuencias analizando aspectos determinantes de su 
estructura primaria, secundaria y terciaria, identificando residuos y regiones esenciales y 
evaluando su estado de conservación y evolución en comparación con otras AS. Los 
resultados obtenidos permitirán situar correctamente a las AS de girasol en el contexto 
de las demás AS.  
•  Realizar un estudio de la funcionalidad de los polipéptidos codificados por los 
genes AS de girasol mediante pruebas de complementación en una estirpe de E. coli 
auxótrofa para la asparragina. 
•  Examinar la expresión de los genes AS de girasol en distintos órganos de la 
planta y en diversas condiciones fisiológicas, ambientales y diferentes estados de 
desarrollo con el fin de determinar los modelos de expresión de cada uno de los genes 
AS y el grado de especialización de esta familia génica. 
• Evaluar la contribución de diversos factores ambientales e internos, como la 
luz o la disponibilidad de carbono y nitrógeno, en la regulación de los genes AS de 
girasol. Determinar posibles interacciones entre distintos factores reguladores, así como 
similitudes y diferencias en la respuesta de los diferentes genes AS a cada factor 
regulador. 
La información derivada del estudio de la base molecular de la AS en el girasol, 
además de contribuir a ampliar el conocimiento básico del metabolismo de la 
asparragina, resultará muy valiosa para cualquier iniciativa futura que tenga como fin la 
mejora de la utilización de nitrógeno en esta especie mediante manipulación genética de 
esta enzima. La mayoría de esta información –número, tipo, secuencia y modelos de 
expresión de los genes que codifican las asparragina sintetasas de girasol– es propia de 
esta especie y no puede deducirse de estudios realizados en ninguna otra planta modelo. 
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1. REACTIVOS 
1.1. Productos químicos 
Todos los productos y reactivos fueron de alta calidad y se adquirieron en las 
casas comerciales indicadas entre paréntesis. 
Acetato amónico (Merck) 
Acetato de cadmio (Merck) 
Acetato potásico (Merck) 
Acetona (Panreac) 
Ácido acético glacial (Merck) 
Ácido bórico (Merck) 
Ácido clorhídrico 37% (Panreac) 
Ácido tricloroacético (Merck) 
Acrilamida (Sigma) 
ADP (Adenosín-difosfato) (Sigma) 
Agarosa (Sigma) 
Ampicilina (Sigma) 
ATP (Adenosín-trifosfato) (Sigma) 
Azul de bromofenol (Sigma) 
Azul de Coomassie R 250 (Sigma) 
Bacto-Agar (Difco) 
Bacto-triptona (Difco) 
Bisacrilamida (N, N’-Metilen-bis-acrilamida) (Sigma) 
Bromuro de etidio (Jersey Lab. Supply) 
n-Butanol (Panreac) 
Citrato sódico (Merck) 
Cloroformo (Romil)  
Cloruro amónico (Merck) 
Cloruro cálcico (Merck) 
Cloruro de litio (Merck) 
Cloruro magnésico (Merck) 
Cloruro de manganeso (Merck) 
Cloruro de rubidio (Merck)  
Mª Begoña Herrera Rodríguez                                                                           MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 21
Cloruro sódico (Merck) 
Dietil pirocarbonato (DEPC) (Sigma) 
DNA de timo de ternera (ácido desoxirribonucleico) (Sigma) 
dNTP (desoxinucleótidos trifosfato) (Boehringer Mannheim) 
Dodecil sulfato sódico (SDS) (Sigma) 
EDTA-Fe (ácido etilen-dinitrilo-tetraacético, sal de sodio y hierro III) (Merck) 
EDTA-Na2 (ácido etilen-dinitrilo-tetraacético, sal disódica) (Merck) 
Estreptomicina (Sulfato de estreptomicina) (Merck) 
Etanol absoluto (Romil) 
Extracto de levadura (Difco) 
Fenol (Merck) 
Ficoll 400 (Sigma) 
Formaldehido 37% (Merck) 
Formamida (Riedel-de Haën) 
Fosfato potásico diácido (Merck) 
Fosfato sódico mono y diácido (Merck)  
Glicerol (Panreac) y (Merck) 
D-Glucosa(+) (Sigma) 
Glutamina (L-Gln) (Sigma) 
Hepes (Sigma) 
Hidrolizado de caseína (ICN) 
Hidróxido potásico (Merck) 
Hidróxido sódico (Merck) 
8-Hidroxiquinoleina (Merck) 
Imidazol (Merck) 
Isoamilalcohol (Merck) 
Isopropanol (Merck) 
Isopropil β-D-tiogalactósido (IPTG) (Sigma) 
Lana de vidrio (Panreac) 
Leucina (L-Leu) (Sigma) 
Lisozima (Sigma) 
D-Manitol (Sigma) 
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β-Mercaptoetanol (Merck) 
Metanol (Panreac) 
Molibdato sódico (Panreac) 
MOPS (ácido 3(N-morfolino) propanosulfónico) (Sigma) 
NADH (β-Nicotinamida adenina dinucleótido reducido) (Sigma) 
NADP (β-Nicotinamida adenina dinucleótido fosfato) (Sigma) 
Ninhidrina (Merck) 
Nitrato de calcio (Panreac) 
N-N-dimetil formamida (Sigma) 
α-Oxoglutarato (Sigma) 
Papel Whatman 3MM 
Penicilina (Bencil-penicilina) (Fluka) 
Perlita (Europerlita, SA) 
Persulfato amónico (Sigma) 
Polivinilpirrolidona (PVP-360) (Sigma) 
Polivinilpolipirrolidona (PVPP) (Sigma) 
Reactivo de Bradford (BioRad) 
Resina AG 501-X8 (D) (BioRad) 
Sacarosa (Panreac) 
SEPHADEX G-25 (Pharmacia) 
Seroalbúmina bovina (BSA) (Sigma) 
Sulfato amónico (Merck) 
Sulfato de cobalto (Panreac) 
Sulfato de cobre (Panreac) 
Sulfato de dextrano (sal sódica) (Pharmacia) 
Sulfato magnésico (Panreac) 
Sulfato de manganeso (Panreac) 
Sulfato potásico (Panreac) 
Sulfato de zinc (Panreac) 
TEMED (N,N,N’,N’-Tetrametil-Etilenediamina) (Sigma) 
Tetraciclina (Sigma) 
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Tricina (Sigma) 
Trietanolamina (Sigma) 
Trizma base (Tris) (Sigma) 
Vermiculita (Asfaltex, SA) 
X-Gal (5-Bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido) (Jersey Lab. Supply) 
Xilen-cianol FF (Sigma) 
 
1.2. Tampones y disoluciones 
Todos los tampones que lleven la indicación “(autoclave)” se esterilizaron en el 
autoclave durante 20 minutos a 121ºC. 
1.2.1. Disoluciones para preparar células competentes 
- Disolución RF1. 
  RbCl 100 mM 
  MnCl2 ⋅ 4 H2O 50 mM 
  Acetato potásico 30 mM 
  CaCl2 ⋅ 2 H2O 10 mM 
  Glicerol 15 % (p/v) 
  Ajustar a pH 6,9 con ácido acético glacial. 
- Disolución RF2. 
  RbCl 10 mM 
  Acetato potásico 10 mM 
  CaCl2 ⋅ 2 H2O 75 mM 
  Glicerol 15% (p/v) 
  Ajustar el pH a 7,0 con HCl. 
1.2.2. Mezcla para la extracción de plásmidos a partir de colonias bacterianas aisladas 
por tratamiento con lisozima (para un volumen de 10 ml) 
          Lisozima (10 mg/ml), 0,5 ml 
          EDTA-Na2 (0,25 M), 1 ml 
          Tris-HCl 2 M pH 7,5, 125 µl 
          RNasa A (100 mg/ml), 10 µl 
          Glicerol, 1 ml 
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          Azul de bromofenol 
1.2.3. Tampones para el aislamiento y purificación de DNA plasmídico 
Se obtuvieron directamente de la casa comercial con la siguiente composición:  
          -      Tampón de resuspensión (P1). 
Tris-Cl 50 mM, pH 8,0 
EDTA 10 mM 
RNasa A 100 µg/ml 
          -      Tampón de lisis (P2). 
NaOH 200 mM 
SDS 1% (p/v) 
          -      Tampón de neutralización (P3). 
Acetato potásico 3,0 M, pH 5,5 
          -      Tampón de equilibrio (QBT). 
NaCl 750 mM 
MOPS 50 mM, pH 7,0 
Isopropanol 15% (v/v) 
Tritón X-100 0,15% (v/v) 
          -      Tampón de lavado (QC). 
NaCl 1,0 M 
MOPS 50 mM, pH 7,0 
Isopropanol 15% (v/v) 
          -      Tampón de elución (QF). 
NaCl 1,25 M 
Tris-Cl 50 mM, pH 8,5 
                  Isopropanol 15% (v/v) 
1.2.4. Tampón de extracción de RNA de cotiledones de 0 a 3 día 
- Tampón de extracción. 
Tris-HCl 2 M, pH 9,0  10 ml 
EDTA-Na2 250 mM, pH 7,5  4 ml 
Agua tratada con DEPC  4 ml 
SDS 10% (p/v)  2 ml 
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β-mercaptoetanol  0,4 ml 
Se añadió a cada tubo 0,12 g de PVPP por cada 2 ml tampón de extracción  
para retirar polifenoles de las muestras. 
 -    Fenol:cloroformo:isoamilalcohol (24:24:1, v/v/v). 
Para preparar esta mezcla se tomaron 24 ml de fenol neutro (véase el 
apartado 1.2.16) y se añadieron a 24 ml de cloroformo y 1 ml de 
isoamilalcohol. Se agitó vigorosamente y se almacenó a 4ºC. 
  -   Cloroformo:isoamilalcohol (24:1, v/v). 
          En esta ocasión se mezclaron 24 ml de cloroformo y 1 ml de 
isoamilalcohol. Se agitó vigorosamente y se almacenó a 4ºC. 
1.2.5. Tampones para obtener RNA poliadenilado 
Se obtuvieron directamente de la casa comercial con la siguiente composición:  
-        Tampón de lisis. 
Tris 0,1 M, pH 7,5 
LiCl 0,3 M 
EDTA 10 mM 
Dodecilsulfato de litio 1% 
DTT (ditiotreitol) 5 mM 
-        Partículas de estreptavidina magnéticas. 
Resuspendidas en: 
Hepes 50 mM, pH 7,4 
Seroalbúmina bovina 0,1% 
Cloracetamida 0,1% 
Metilisotiazolona 0,01% 
-        Tampón de lavado. 
Tris 10 mM, pH 7,5 
LiCl 0,2 M 
EDTA 1 mM 
-        Tampón para almacenar las partículas magnéticas. 
Tris 10 mM, pH 7,5 
Cloracetamida 0,1% 
Metilisotiazolona 0,01% 
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1.2.6. Tampones para el protocolo de amplificación RACE de extremos 5’ de cDNA 
Se obtuvieron directamente de la casa comercial con la siguiente composición: 
-           Tampón para la síntesis de la primera cadena (5x). 
Tris 250 mM, pH 8,5 
MgCl2 40 mM 
KCl 150 mM 
Ditiotreitol (DTT) 5 mM 
-  Tampón para la síntesis de la segunda cadena (5x). 
KCl 500 mM 
(NH4)2SO4 50 mM 
MgCl2 25 mM 
β-NAD+ 0,75 mM 
Tris 100 mM, pH 7,5 
Seroalbúmina bovina (0,25 mg/ml) 
-  Cóctel de enzimas para la síntesis de la segunda cadena (20x). 
DNA polimerasa I de E. coli (6 U/µl) 
RNasa H de E. coli (0,25 U/µl) 
DNA ligasa de E. coli (1,2 U/µl) 
-  Mezcla de dNTP (50x). 
dATP, dCTP, dGTP y dTTP 10 mM cada uno. 
-  Tampón de ligación de DNA (5x). 
Tris-HCl 250mM, pH 7,8 
MgCl2 50 mM 
DTT 5 mM 
ATP 5 mM 
Polietilenglicol (MW 8000) 25% (p/v) 
-  EDTA-glucógeno (20x). 
EDTA-Na2 0,2 M 
Glucógeno 2 mg/ml 
-  Tampón Tricina-EDTA. 
Tricina-KOH 10 mM, pH 8,5 
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EDTA-Na2 0,1 mM 
-  Fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1, v/v/v). 
En esta ocasión se mezclaron 25 ml de fenol neutro (apartado 
1.2.15) con   24 ml de cloroformo y 1 ml de isoamilalcohol. Se agitó 
vigorosamente y se almacenó a 4ºC. 
1.2.7.  Tampón de carga para electroforesis  
-  Para electroforesis de DNA (2x). 
Xilen-cianol FF 0,085% (p/v) 
Ficoll 400 5% (p/v)  
Se preparó en agua. 
-  Para electroforesis de RNA (5x). 
Azul de bromofenol 0,25% (p/v) 
EDTA-Na2 1 mM 
Glicerol 50% (p/v) 
Se preparó en agua tratada con DEPC. 
1.2.8.  Mezcla de desnaturalización para el fraccionamiento de RNA 
Formamida desionizada (véase el apartado 1.2.9)  1 ml  
Formaldehido  100 µl 
MOPS (10x) (véase el apartado 1.2.18)  100 µl 
Tampón de carga para RNA (5x)  100 µl 
Bromuro de etidio (1mg/ml)  13 µl 
Se mezcló y se guardó a –20ºC. 
1.2.9.   Disoluciones para la hibridación de RNA 
-      Formamida desionizada. 
          Se mezcló 100 ml de formamida comercial con 1 g de resina de 
       intercambio iónico AG 501-X8(D) y se dejó en agitación durante toda la 
noche. Se filtró a través de una doble capa de papel Whatman 3MM, se 
repartió en alícuotas y se almacenó a –20ºC. 
- Sulfato de dextrano 50 % (p/v). 
   Se mezcló 50 g de sulfato de dextrano (sal sódica) con agua hasta un  
volumen  final  de 100  ml   y  se  calentó  a  70ºC  con  agitación  hasta una completa 
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       disolución de la sal. Se repartió en alícuotas y se almacenó a –20ºC. 
-     Disolución enhardt (50x). 
       Ficoll 400 1% (p/v) 
       PVP-360 1% (p/v) 
       BSA 1% (p/v) 
       Se repartió en alícuotas y se almacenó a –20ºC. 
-      DNA de timo de ternera 1% (p/v). 
El DNA de timo de ternera se hidrató en 5 ml de agua con la ayuda de 
una micropipeta. Una vez disuelto a una concentración de 10 mg/ml se 
sometió a disrupción mecánica pasando la disolución a través de una 
micropipeta varias veces. Finalmente se repartió en alícuotas y se almacenó 
a –20ºC.  
1.2.10.   Disoluciones para la electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS- 
PAGE) 
 -    Mezcla de Acrilamida /Bisacrilamida (Ac/Bis) 30% (p/v) (para un volumen  
             de 100 ml). 
      Acrilamida  29,2 g 
      N,N’-bis-metilen-acrilamida  0,8 g 
                  La mezcla de Acrilamida/Bisacrilamida se preparó en campana extractora, 
                  empleando guantes y mascarilla. A continuación se filtró a través de papel 
                  Whatman 3 MM y se guardó a 4ºC y en oscuridad. 
 -    Gel separador (7,5% Ac/Bis) (para un volumen de 5 ml). 
      Agua  2,43 ml 
      Tris-HCl 1,5 M, pH 8,8  1,25 ml 
      SDS 10% (p/v)  50 µl 
      Mezcla de Acrilamida/Bisacrilamida  1,25 ml 
      Persulfato amónico 10% (p/v)  25 µl 
      TEMED  2,5 µl 
  -    Gel empaquetador (3,9 % Ac/Bis) (para un volumen de 2 ml). 
      Agua  1,22 ml 
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      Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8  0,5 ml 
      SDS 10% (p/v)  20 µl 
      Mezcla de Acrilamida/Bisacrilamida  0,26 ml 
      Persulfato amónico  10 µl 
      TEMED  2,5 µl 
 -    Tampón de electroforesis para SDS-PAGE. (10x) (para un volumen de 500 
            ml). 
      Trizma base  15 g 
      Glicina  72 g 
      SDS  5 g 
 -    Tampón de carga para SDS-PAGE (2x) (para un volumen de 2,35 ml) 
      Tris-HCl 0,5 M, pH 6,8  0,6 ml 
      SDS 10% (p/v)  1 ml 
      Glicerol  0,5 ml 
      Azul de bromofenol 0,5% (p/v)  0,25 ml 
      Antes de usar se añadió 50 µl de β-mercaptoetanol por cada ml de tampón de 
      carga. 
 -    Mezcla de tinción de proteínas. 
      Azul de Coomassie R 250  0,1% (p/v) 
      Metanol 40% (v/v) 
      Ácido acético 10% (v/v) 
      Para desteñir se emplea la misma mezcla sin colorante. 
 1.2.11.  Tampón para la extracción y determinación de proteínas de tejidos vegetales 
(para un volumen de 200 ml) 
     Tris-HCl 2 M, pH 8,0  10 ml 
     EDTA-Na2 0,25 M, pH 7,5  0,8 ml 
    Se ajustó el pH a 7,8 con HCl y se añadió 6 µl, por cada 10 ml de tampón, de 
β-mercaptoetanol antes de comenzar la extracción  de proteínas. 
1.2.12.  Tampones para la obtención de extractos etanólicos 
-      Etanol 80% (v/v) tamponado con 5 mM de Hepes-KOH, pH 7,5 (para un  
       volumen de 125 ml). 
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        Etanol absoluto  100 ml 
        Hepes-KOH 0,5 M, pH 7,5  1,25 ml 
- Etanol 50% (v/v) tamponado con 5 mM de Hepes-KOH, pH 7,5 (para un         
       volumen de 60 ml). 
       Etanol absoluto  30 ml 
       Hepes-KOH 0,5 M, pH 7,5  0,6 ml 
1.2.13.  Tampón para la determinación de azúcares 
-      Tris-HCl  0,1 M (para un volumen de 50 ml). 
       Trizma base  606 mg 
        Se ajustó el pH a 8,1 con HCl. 
-      Imidazol-HCl 0,1 M / MgCl2 3 mM (para un volumen de 100 ml). 
       Imidazol  0,681 g 
       MgCl2  61 mg 
       Se ajustó el pH a 6,9 con HCl. 
1.2.14.  Disoluciones para la determinación de aminoácidos  
-      Reactivo I. 
       Ácido acético glacial  1 ml 
       Acetato de cadmio ⋅ 2H2O  50 mg 
       Agua  5 ml 
-      Reactivo II. 
       Acetona  50 ml 
       Ninhidrina  0,5 g 
 Los reactivos fueron estables por separado en oscuridad y a 4ºC, por lo que se 
mezclaron el mismo día del ensayo. 
1.2.15.  Tampón para la determinación de amonio (para un volumen de 8 ml) 
 Trietanolamina-HCl 500 mM, pH 8,0  2,4 ml 
 α-Oxoglutarato 100 mM  0,8 ml  
 ADP 6 mM  0,8 ml 
 NADH 2 mM  0,8 ml 
1.2.16.  Fenol neutro 
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La neutralización del fenol se llevó a cabo en campana de extracción de gases y 
utilizando guantes. A 250 g de fenol licuado se le añadieron 100 ml de EDTA-Na2 1 
mM y 250 mg de 8-hidroxiquinoleina. Se agitó con cuidado, se dejó decantar y con la 
ayuda de una bomba de vacío se eliminó el sobrenadante. En algunas ocasiones no llegó 
a decantar por la absorción del EDTA por parte del fenol. La neutralización del fenol se 
realizó mediante dos adiciones de 200 ml (1 volumen, aproximadamente) de Tris 1 M, 
pH 8,0 con agitación, decantación y eliminación del sobrenadante cada vez. Antes de 
eliminar el segundo sobrenadante se midió el pH, que debió de estar comprendido entre 
7 y 8 para dar por finalizada la neutralización. En caso de no obtener ese pH, se añadió 
Tris 1 M hasta conseguirlo. Finalmente, se añadió una cierta cantidad de Tris 1 M para 
dejar tamponado el fenol y se guardó a –20ºC.  
1.2.17. Tampón TBE (5x) (para un volumen de 1litro) 
Trizma base  54 g  
BO3H3  27,5 g  
EDTA-Na2 250 mM  40 ml  
Se ajustó a pH 8,0 con HCl 
1.2.18. Tampón TE 
Tris-HCl 100 mM, pH 7,8 
EDTA-Na2 1 mM 
1.2.19. Tampón MOPS (10x), 400 mM, pH 7,0 (para un volumen de 0,5 litros) 
MOPS  46 g 
Se añadió agua tratada con DEPC hasta un volumen de 400 ml, se ajustó el pH a 
7,0 con HCl y finalmente se llevó hasta 500 ml con agua tratada con DEPC. 
1.2.20. Tampón SSC (20x) (para un volumen de 1 litro) (autoclave) 
NaCl  175 g  
Citrato-Na3  88,2 g 
Se ajustó a pH 7,0 con HCl y se trató con DEPC al 0,1% (v/v). 
1.2.21. Tampón de la ligasa T4 (10x) (Boehringer Mannheim) 
Se obtuvo directamente de la casa comercial con la siguiente composición: 
Tris-HCl 660 mM, pH 7,6 
MgCl2 66 mM 
DTT 100 mM 
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ATP 660 µM 
1.2.22. Tampón de la ligasa T4 (5x) (del kit Marathon , Clontech) 
Se obtuvo directamente de la casa comercial con la siguiente composición: 
Tris-HCl 250 mM, pH 7,8 
MgCl2 50 mM 
DTT 5 mM 
ATP 5 mM 
Polietilenglicol 8000  25% (p/v) 
1.2.23. Tampones para PCR 
Los tampones se obtuvieron directamente de las casas comerciales indicadas con 
la siguiente composición: 
-   Tampón de PCR II (10x) (del kit GeneAmp para la AmpliTaq DNA 
    polimerasa, Perkin Elmer). 
     Tris-HCl 100 mM, pH 8,3 
     KCl 500 mM 
-   Tampón de PCR (10x) (del kit Advantage cDNA PCR de Marathon        
    para la Advantage cDNA polimerasa, Clontech). 
                Tricina-KOH 400 mM, pH 9,2 
                Acetato potásico 150 mM 
                Acetato magnésico 35 mM 
                Seroalbúmina bovina 37,5 µg/ml 
-   Tampón de PCR Gold (10x) (del kit GeneAmp para la AmpliTaq-Gold     
    DNA polimerasa, Perkin Elmer). 
                Tris-HCl 150 mM, pH 8,0 
                KCl 500 mM 
 
1.3. Medios de cultivo 
1.3.1.  Medio LB (5x) (para un volumen de 0,5 litros) (autoclave) 
 Extracto de levadura  12,5 g 
 Bacto-Triptona  25 g 
 NaCl  25 g  
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 Para medios LB sólidos, se añadió bacto-agar al 1,5% (p/v).  
 El medio LBAMP+ está compuesto por todo lo citado hasta ahora junto 
con 0,25 ml de IPTG (100 mM); 1 ml de X-Gal (20 mg/ml N,N-dimetil 
formamida); 0,5 ml de tetraciclina (15 mg/ml) y 0,5 ml de ampicilina (100 
mg/ml). 
1.3.2. Medio Mínimo para bacterias (para un volumen de 100 ml) 
 Sales M9 (20x)  5 ml  
 MgSO4 1 M  0,1 ml (autoclave) 
 Cl2Ca 250 mM  40 µl (autoclave) 
 Glucosa 1 M  2 ml (autoclave) 
 Hidrolizado de caseína (5%)  12,6 µl (autoclave) 
 Como las bacterias no crecieron en medio mínimo fue necesario suplementarlo 
con la pequeña cantidad de hidrolizado de caseína que se especifica. 
1.3.3. Sales M9 (20x) (para un volumen de 100 ml) (autoclave) 
 PO4HNa2 ⋅ 2 H2O  8 g  
 PO4H2K  6 g  
 ClNa  1 g  
 ClNH4  2 g  
 Se ajustó a pH 7,4 con NaOH. 
 
1.4. Antibióticos 
1.4.1. Ampicilina 
La ampicilina se preparó a una concentración de 100 mg/ml en agua, se 
esterilizó por filtración (0,22 µm), separó en alícuotas y congeló a –20ºC. Todo ello se 
realizó en una campana de flujo laminar para evitar contaminaciones. Para su uso, se 
descongeló y se añadió al medio LB en una concentración de 100 µg/ml y al medio 
mínimo en una concentración de 50 µg/ml. 
1.4.2. Tetraciclina 
La tetraciclina se preparó a una concentración de 15 mg/ml en etanol al 50% 
(v/v), se separó en alícuotas y congeló a –20ºC. Para su uso, se descongeló y se añadió 
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al medio en una concentración de 15 µg/ml. Todo ello se realizó en una campana de 
flujo laminar para evitar contaminaciones. 
1.4.3. Mezcla de estreptomicina y penicilina 
Se preparó la estreptomicina a una concentración de 250 mg/ml en agua y la 
penicilina a 10 mg/ml en agua, se separó en alícuotas la mezcla y congeló a –20ºC. Para 
su uso, se descongeló y se añadió 1 ml de mezcla por litro de medio de cultivo 
hidropónico. 
  
1.5. Enzimas 
1.5.1. Enzimas modificadoras: Fragmento Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli 
(Boehringer Mannheim); RNasa A (Boehringer Mannheim); Ligasa del fago T4              
(Boehringer Mannheim); Transcriptasa inversa M-MLV (Promega); Transcriptasa  
inversa AMV (Clontech); DNA  polimerasa I de E. coli (Clontech); RNasa H de E. coli   
(Clontech); DNA ligasa de E. coli (Clontech); DNA polimerasa del fago T4 (Clontech); 
DNA ligasa del fago T4 (Clontech); Advantage cDNA polymerase Mix (50x), que   
incluye KlenTaq-1 DNA polimerasa como polimerasa primaria, una DNA polimerasa  
secundaria con actividad 3’→ 5’ correctora y anticuerpos TaqStart (1,1 µg/µl)  
(Clontech); AmpliTaq DNA polimerasa (Perkin Elmer); AmpliTaq-Gold DNA 
polimerasa (Perkin Elmer). 
1.5.2. Endonucleasas  de  restricción:  BbsI (Boehringer Mannheim); EcoRI (AGS); 
EcoRV (Boehringer Mannheim); HindIII  (Boehringer Mannheim); HpaI (Boehringer 
Mannheim);  PstI (AGS);  XbaI (AGS);  XhoI (Boehringer Mannheim). 
1.5.3. Enzimas   para   la   determinación   de   azúcares:   Glucosa-6-P-deshidrogenasa 
(Sigma) disuelta en el tampón de ensayo; Hexoquinasa (Sigma) disuelta en Tris-HCl 0,1 
M, pH 8,1; Fosfoglucosa isomerasa (Sigma) disuelta en Tris-HCl 0,1 M, pH  8,1; 
Invertasa (Sigma) disuelta en Imidazol-HCl 0,1 M/ MgCl2 3 mM, pH 6,9. 
1.5.4.   Enzima para la determinación de amonio: Glutamato deshidrogenasa (Sigma). 
1.5.5. Unidades de actividad enzimática: A continuación se define el concepto de 
unidad enzimática (U) para distintas enzimas. 
Una unidad de DNA polimerasa es la cantidad de enzima que incorpora 10 
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nmoles de dNTPs en forma de ácido insoluble después de una incubación de 30 minutos 
a 37ºC utilizando como sustrato poli[d(A-T)] en el tampón apropiado. 
 Una unidad de transcriptasa inversa es la cantidad de enzima que incorpora 1 
nmol de dTTP en un producto insoluble en ácido en 10 minutos a 37ºC, utilizando el 
tampón adecuado. 
 Una unidad de RNasa es la cantidad de enzima que cataliza la producción de 1 
nmol de nucleótido soluble en ácido en 20 minutos a 37ºC usando un híbrido 
DNA:RNA como sustrato. 
 Una unidad de DNA ligasa de E. coli es la cantidad de enzima que une al menos 
el 50% de los fragmentos resultantes de la digestión del DNA del bacteriófago λ con 
HindIII en 30 minutos a 16ºC en un volumen de 20 µl con una concentración de 
extremos 5’ de 0,8 nM. 
 Una unidad de DNA ligasa del fago T4 es la cantidad de enzima que une al 
menos el 90% de los fragmentos resultantes de la digestión del DNA del bacteriófago λ 
con HindIII en 30 minutos a 16ºC en un volumen de 20 µl conteniendo una 
concentración de extremos 5’de 0,12 µM. 
 Una unidad de Taq polimerasa es la cantidad de enzima que incorpora 10 nmoles 
de dNTPs en un producto insoluble en ácido después de una incubación de 30 minutos a 
74ºC utilizando el tampón adecuado. 
 Una unidad de endonucleasa de restricción es la cantidad de enzima requerida 
para digerir 1 µg de DNA del bacteriófago λ en 1 hora a 37ºC en un volumen de 50 µl 
utilizando el tampón adecuado. 
 Una unidad de glucosa-6-P-deshidrogenasa es la cantidad de enzima que oxida 1 
µmol de D-glucosa 6-P a 6-fosfo-D-gluconato por minuto en presencia de NADP+ a pH 
7,4 y a 25ºC. 
 Una unidad de hexoquinasa es la cantidad de enzima que fosforila 1 µmol de D-
glucosa por minuto a pH 7,6 y a 25ºC. 
 Una unidad de fosfoglucosa isomerasa es la cantidad de enzima que convierte 1 
µmol de D-fructosa 6-P en D-glucosa 6-P por minuto a pH 7,4 y a 25ºC. 
 Una unidad de invertasa es la cantidad de enzima que hidroliza 1 µmol de 
sacarosa por minuto a pH 4,5 y a 55ºC. 
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 Una unidad de glutamato deshidrogenasa es la cantidad de enzima que reduce 1 
µmol de α-oxoglutarato a L-glutamato por minuto a pH 7,3 y 25ºC, en presencia de 
iones de amonio. 
 
2. MATERIAL BIOLÓGICO 
2.1. Especie vegetal y condiciones de cultivo 
Todos los experimentos de este trabajo se han realizado con plantas de girasol 
(Helianthus annuus L.) de la variedad isogénica HA-89, proporcionada por Semillas 
Cargill S. A. (El Arahal, Sevilla). 
Las plantas de girasol se cultivaron en cámaras Koxka (SA8, 17-27/R/E) de 
ambiente controlado con un fotoperíodo de 16 horas, y unos regímenes día/noche de 
temperatura y humedad relativa de 23/19ºC y 70/80%, respectivamente. Para la 
iluminación se emplearon tubos fluorescentes de luz blanca, de 160 W (Silvania Cool 
White tipo F72T12 / CW / VHO) y lámparas incandescentes de 60 W (PHILIPS). 
Ambas fuentes suministraron una intensidad de luz de 200 µmoles m-2 s-1 en el intervalo 
de radiaciones de 400-700 nm. 
Los experimentos que requirieron la activación/inactivación del fitocromo se 
llevaron a cabo en un fitotrón SANYO (SGC170.PFS.J) dotado de lámparas TLD 83 
con filtros de 660 ó 730 nm que emiten luz del rojo y del rojo lejano, respectivamente.  
Los órganos vegetales empleados, raíces, cotiledones y hojas primarias, se 
obtuvieron de plantas sometidas a diferentes tratamientos y con diferentes tiempos de 
cultivo que se especificarán en cada caso (véase el apartado 4 de Resultados). Una vez 
recolectadas, las muestras vegetales se congelaron inmediatamente por inmersión en 
nitrógeno líquido y se almacenaron a -80ºC hasta su utilización. 
2.1.1. Germinación de las semillas 
Las semillas de girasol se embebieron en agua destilada de 1 a 3 horas y se 
transfirieron a semilleros formados por dos bandejas de plástico superpuestas que 
contenían papel de celulosa humedecido. Los semilleros se mantuvieron durante cinco 
días en las cámaras de cultivo hasta que se completó la germinación.  
2.1.2. Cultivo en medio sólido 
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Las plántulas que mostraban un grado de desarrollo similar se transplantaron 
desde el semillero a bandejas de plástico, con perforaciones, que contenían un sustrato 
inerte a base de perlita y vermiculita en proporción 2:1 (v/v). Se sembraron unas 30 
plántulas por bandeja dispuestas en filas. Las bandejas se regaron a diario con el medio 
de cultivo descrito por Hewitt (1966), modificado (Tabla I).  
En determinados experimentos, se empleó amonio en lugar de nitrato como 
fuente de nitrógeno. La absorción de amonio por las raíces no produce la alcalinización 
del medio que sucede en el caso de la absorción de nitrato. La capacidad tamponadora 
de pH de los medios con amonio se modificó consecuentemente reemplazando el 
NaH2PO4 por Na2HPO4 a la misma concentración.  
 
                         Tabla I. Composición del medio de cultivo. 
KNO3                      4 mM                 MnSO4 7H2O           10 µM 
Ca(NO3)2                 3 mM                 ZnSO4 7H2O            1 µM 
K2SO4                     2 mM                 CuSO4 7H2O            1 µM 
NaH2PO4 2H2O      1,33 mM             H3BO4                     50 µM 
MgSO4 7H2O         1,5 mM               Na2MoO4 2H2O       0,5 µM 
CaCl2 2H2O           4 mM                  NaCl                        100 µM 
EDTA-Fe               50 µM                CoSO4 7H2O            0,2 µM 
 
 
 Las plantas se cultivaron un máximo de 31 días en las bandejas con sustrato 
inerte. Aquellas que fue necesario cultivar por más tiempo se transfirieron, de forma 
individual, a macetas con sustrato para plantas Composana (Compo GmbH, Alemania). 
2.1.3. Cultivo hidropónico 
 Algunos experimentos se realizaron sobre plantas mantenidas en cultivos 
hidropónicos. Los cultivos hidropónicos se establecieron transfiriendo plantas de 2 
semanas, aproximadamente, desde el sustrato inerte en el que se encontraban, a vasos de 
cristal de 500 ml revestidos con papel de aluminio para evitar una iluminación directa 
de la raíz. Las plantas se dispusieron en los vasos mediante soportes circulares de 
gomaespuma que las mantenían con las raíces sumergidas en el medio de cultivo.  
Se empleó un sistema de aireación consistente en bombas de pecera que 
mediante tubos de látex con terminales de cristal llevaban el aire hasta el fondo de los 
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vasos.  Con este sistema se aireó el medio continuamente para mantener las raíces de las 
plantas suficientemente oxigenadas.  
Los vasos se rellenaron a diario con medio de cultivo fresco. Cada dos días el 
medio era renovado completamente para evitar la deficiencia de nutrientes.  
Las plantas recién transferidas al cultivo hidropónico se mantuvieron en este 
medio durante los siguientes 4-5 días para su adaptación a la nueva forma de cultivo 
antes de someterlas a ningún otro tratamiento. Transcurrido ese tiempo se sustituyó el 
medio de cultivo habitual por el utilizado para los diferentes tratamientos que se 
especifican en Resultados. En aquellos tratamientos con azúcares (sacarosa y manitol) y 
con cloruro sódico el medio de cultivo se suplementó con 1 ml de una mezcla de 
estreptomicina (250 mg/ml) y penicilina (10 mg/ml) por litro de medio, para evitar 
contaminaciones. 
 
2.2. Estirpes bacterianas y condiciones de cultivo 
2.2.1. Estirpe XL1-Blue de Escherichia coli 
 Para los experimentos de clonación se utilizó la estirpe de E. coli, XL1-Blue 
recA- (recA1, lac-, endA1, gyrA96, thi, hsdR17, supE44, relA1, {F’ proAB, lacq, 
lacZ∆M15, Tn10}) de Stratagene. La estirpe XL1-Blue de E. coli se cultivó en el medio 
liquido LB a 37ºC y con agitación (150-180 rpm), empleando matraces con una cámara 
de aire al menos cinco veces mayor que el volumen de cultivo. El cultivo en medio 
sólido se realizó en placas de Petri con 25 ml de medio LB solidificado con agar al 
1,5% (p/v). Los transformantes de esta estirpe se seleccionaron y mantuvieron mediante 
cultivo en medio LB suplementado con ampicilina (100 mg/ml). 
2.2.2. Estirpe ER de Escherichia coli 
Para los estudios de funcionalidad de los genes HAS1 y HAS2 mediante ensayos 
de complementación se utilizó la estirpe auxótrofa para la asparragina de E. coli, ER 
(asnA, asnB, thi-1, relA, spot1) del Genetic Stock Center, (New Haven, CT). Esta 
estirpe presenta mutaciones en los dos genes que codifican las asparragina sintetasas de  
E. coli (asnA y asnB), por lo que carece de una asparragina sintetasa funcional y 
requiere medios de cultivo suplementados con asparragina.  
 El mantenimiento y multiplicación de la estirpe ER de E. coli se realizó en 
medio LB líquido o solidificado con agar, en las mismas condiciones citadas 
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anteriormente. La selección y mantenimiento de transformantes se realizó en medio LB 
con ampicilina (100 mg/ml). Para los ensayos de complementación, las células ER 
transformadas con las construcciones pHAS1ex o pHAS2ex se cultivaron en medio 
mínimo con ampicilina (100 mg/ml) y agitación (180 rpm). La temperatura de cultivo se 
redujo de 37 a 28 ºC para proteger los productos de los genes HAS1 y HAS2. La 
expresión de estos genes en los transformantes se indujo mediante la adición de IPTG al 
medio. 
2.2.3. Conservación de las estirpes bacterianas 
Las estirpes bacterianas se almacenaron a -80ºC en el mismo medio nutritivo 
utilizado para su crecimiento, suplementado con 50 µl de glicerol estéril al 80% (v/v) 
por cada 300 µl de cultivo bacteriano. 
  
3. PREPARACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES Y TRANSFORMACIÓN 
DE E. coli  
3.1. Preparación de células competentes 
 A partir de células XL1-Blue de E. coli conservadas a -80 ºC se preparó un 
cultivo en 5 ml de medio LB suplementado con 5 µl de tetraciclina (15 mg/ml) y se 
incubó durante la noche a 37ºC y 160 rpm en un agitador orbital. A la mañana siguiente, 
se transfirió este cultivo a un matraz Erlenmeyer de 1 litro con 100 ml de medio LB  
suplementado con 100 µl de tetraciclina (15 mg/ml) y se siguió su crecimiento a 37ºC y 
160 rpm midiendo la A660 del cultivo en un espectrofotómetro (Milton Roy, modelo 
Spectronic 601) hasta que se alcanzó un valor de alrededor de 0,7, correspondiente a la 
fase de crecimiento exponencial. A continuación, se transfirió el cultivo a tubos de 
centrífuga estériles de 250 ml que se depositaron en hielo durante 10-15 minutos. 
Seguidamente, las células se concentraron por centrifugación a 2500 g a 4ºC durante 12 
minutos. Tras eliminar el sobrenadante concienzudamente, las células se resuspendieron 
en 30 ml (1/3 del volumen del cultivo) de la disolución RF1, mediante tres adiciones de 
10 ml, y se mantuvieron en hielo durante 45 minutos. Se volvieron a concentrar las 
células por centrifugación a 2500 g a 4ºC durante 12 minutos y tras eliminar la 
disolución RF1 se resuspendieron en 8 ml (1/12,5 del volumen del cultivo) de la 
disolución RF2, y se mantuvieron en hielo durante al menos 15 minutos. Finalmente, 
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esta suspensión celular se repartió en tubos de 1,5 ml estériles, en alícuotas de 100 µl, 
que inmediatamente se rociaron con nitrógeno líquido y se almacenaron a –80ºC hasta 
su utilización. 
 Para obtener células competentes de la estirpe ER de E. coli se empleó el mismo 
procedimiento salvo que no se suplementó el medio LB con ningún antibiótico. 
  
3.2. Transformación de células competentes y confirmación de la transformación 
3.2.1. Transformación 
 Se pasaron rápidamente las células competentes de –80ºC a hielo donde se 
mantuvieron hasta su descongelación (aproximadamente 30 minutos). En un tubo de 1,5 
ml se mezclaron 100 µl de estas células con 6 µl de una preparación resultante de ligar 
un fragmento de DNA a un plásmido y se mantuvieron en hielo durante 30 minutos. A 
continuación, se calentó la mezcla durante 90 segundos a 42ºC y de nuevo se pasó al 
hielo durante 5 minutos. Se añadió, entonces, 500 µl de LB y la suspensión resultante se 
incubó a 37ºC durante 1 hora. Transcurrido este tiempo se inocularon placas de medio 
selectivo con X-Gal (LBAMP+) con, entre 20 y 200 µl, de la suspensión de células 
transformadas, y se incubaron a 37ºC durante, aproximadamente, 20 horas. La 
inoculación se realizó por la mañana para obtener colonias con suficiente diferencia de 
color a la mañana siguiente. Las colonias que contenían plásmido con inserto (blancas) 
se separaron del resto (azules) y se replicaron en placas numeradas y en cultivo líquido. 
 Cuando se transformaron células competentes de la estirpe ER de E. coli se 
siguió el mismo procedimiento salvo que en lugar de utilizar placas de medio selectivo 
con X-Gal (LBAMP+), se utilizaron de medio LB sólido con ampicilina (100 mg/ml). 
Sólo las colonias transformadas con el plásmido con el inserto, salvo excepciones, 
crecieron en este medio. 
3.2.2. Confirmación de la transformación mediante amplificación del DNA introducido 
 El éxito de la transformación se comprobó mediante la amplificación específica 
de los insertos, empleando como sustrato de la PCR muestras de extractos de los 
transformantes. Para ello se inoculó con cada posible transformante a analizar un cultivo 
de 2 ml de medio LB  líquido con ampicilina (100 mg/ml) y se incubó a 37ºC y 180 rpm 
en un agitador orbital durante toda la noche. Una vez alcanzada la fase estacionaria, un 
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mililitro del cultivo se concentró por centrifugación a 15000 g durante 1 minuto en un 
tubo de 1,5 ml. Se eliminó el sobrenadante, y las células se resuspendieron en 200 µl de 
agua. A continuación, las células lisaron por calentamiento a 100ºC durante 10 minutos 
para extraer el plásmido introducido. El lisado se centrifugó a 15000 g durante 5 
minutos. Cinco microlitros del sobrenadante se emplearon como sustrato para la 
amplificación del DNA insertado en el plásmido con cebadores específicos. El resultado 
de la amplificación y el tamaño del inserto amplificado se comprobaron mediante 
electroforesis en gel de agarosa (0,8% p/v) de los productos de la PCR (véase el 
apartado 7.1.). El resto del cultivo líquido no lisado se utilizó para conservar las 
bacterias en glicerol a –80ºC (véase el apartado 2.2.3). 
3.2.3.Confirmación de la transformación mediante aislamiento y electroforesis del DNA 
plasmídico  
 En algunos casos la transformación se confirmó aislando directamente el 
plásmido a partir de colonias individuales mediante tratamiento con lisozima y una 
mezcla de fenol:cloroformo:isoamilalcohol como se describe a continuación. Se 
transfirió parte de cada una de las colonias a analizar a un tubo de 1,5 ml que contenía 
24 µl de una mezcla de lisozima (10 mg/ ml), EDTA-Na2 0,25 M, Tris-HCl 1 M, RNasa 
A (10 mg/ml), glicerol y azul de bromofenol y se incubó a temperatura ambiente 
durante 15 minutos. A continuación se adicionaron 24 µl de 
fenol:cloroformo:isoamilalcohol (24:24:1, v/v/v), se mezcló vigorosamente y se 
centrifugó a 15000 g durante 5 minutos. Del sobrenadante, y con cuidado de no arrastrar 
el fenol, se retiraron 10 µl que se cargaron directamente en un gel de agarosa al 0,8% 
(p/v). La electroforesis se llevó a cabo a 120 V durante 2 horas en una cámara con los 
electrodos separados 25,5 cm, utilizando como marcador de peso molecular el DNA de 
bacteriófago λ digerido con PstI. El resultado de la electroforesis se visualizó con un 
transiluminador de luz ultravioleta de 302 nm (UVP, modelo TM-40 E). Mediante la 
comparación de las bandas de DNA plasmídico extraído de la colonia con el marcador 
de peso molecular se comprobó si la colonia examinada había sido transformada y 
contenía el plásmido con el inserto adecuado. Con la otra parte de cada colonia 
analizada se realizó un cultivo en medio líquido que se utilizó para conservar estos 
clones en glicerol a –80ºC (véase el apartado 2.2.3). 
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4. AISLAMIENTO Y PURIFICACIÓN DE DNA PLASMÍDICO 
 Para el aislamiento y purificación rutinaria de DNA plasmídico se utilizaron los 
reactivos e instrucciones de los QIAfilter Plasmid Midi o Maxi Kits de Qiagen, 
dependiendo de la cantidad de DNA plasmídico que se quiso obtener. 
 Se inocularon 30 ó 100 ml (Midi o Maxipreparación) de medio LB, 
suplementado con ampicilina (100mg/ml), con células transformadas procedentes de 
una sola colonia bacteriana, y se cultivaron durante toda la noche como se describe en el 
apartado 2.2.1. El cultivo se detuvo a la mañana siguiente, una vez alcanzada la fase 
estacionaria. En tubos de centrífuga de 250 ml estériles se concentraron las células por 
centrifugación a 3800 g a 4ºC durante 5 minutos y se secó el precipitado. Las células se 
resuspendieron en 4 ó 10 ml (Midi o Maxipreparación) de la disolución P1 (con RNasa 
A (100mg/ml), 1 µl/ml P1) e inmediatamente después se les añadió 4 ó 10 ml (Midi o 
Maxipreparación) de la disolución P2, se mezcló suavemente e incubó a temperatura 
ambiente durante 5 minutos. A continuación, se le añadió al lisado de células 4 ó 10 ml 
(Midi o Maxipreparación) de la disolución P3 enfriada previamente, se mezcló con 
suavidad y este lisado se introdujo en un cartucho QIAfilter-Midi o Maxi donde se 
mantuvo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Paralelamente, se equilibró una 
columna QIAGEN-tip 100 o –tip 500 (Midi o Maxipreparación) con 4 ó 10 ml de 
tampón QBT, respectivamente. Una vez equilibrada la columna se procedió a retirar el 
tapón del cartucho QIAfilter que contenía el lisado y con la ayuda de un émbolo se 
insertó suavemente el filtrado en la columna. Cuando éste hubo entrado en el gel se lavó 
la columna con 10 ó 30 ml (Midi o Maxipreparación) de tampón QC. Estos lavados se 
repitieron dos veces. Para eluir el DNA se añadieron a la columna 5 ó 15 ml (Midi o 
Maxipreparación) de tampón QF y se recogió el eluyente en tubos de centrífuga. El 
DNA plasmídico eluído se precipitó con 0,7 volúmenes de isopropanol a temperatura 
ambiente y se recogió por centrifugación a 12000 g a 4ºC durante 30 minutos. El 
precipitado de DNA plasmídico se lavó con 2 ó 5 ml (Midi o Maxipreparación) de 
etanol al 70% a temperatura ambiente y de nuevo se recogió por centrifugación a 12000 
g a 4ºC durante 10 minutos. Finalmente, se secó el precipitado con helio, se disolvió en 
un volumen apropiado de agua y se almacenó a -20ºC hasta su posterior uso. 
 
5. PURIFICACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA 
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5.1. Purificación de fragmentos de DNA aislados de geles de agarosa 
 Para el aislamiento y purificación de fragmentos de DNA de geles de agarosa se 
utilizaron los reactivos e instrucciones del QIAquick Gel Extraction Kit de Qiagen. En 
primer lugar se realizó una electroforesis del fragmento de DNA tal y como se muestra 
en el apartado 7.1. Seguidamente, con la ayuda de un bisturí se escindió del gel la banda 
correspondiente al fragmento de DNA a purificar y se pesó. Se añadió, a un volumen de 
gel (100 mg de gel de agarosa ocupan, aproximadamente, 100 µl), tres volúmenes de 
tampón QG y se incubó a 50ºC durante 10 minutos para disolver la agarosa. A 
continuación, se le añadió un volumen de isopropanol por cada volumen de gel. Se 
dispuso una columna QIAquick en un tubo de 2 ml y se le añadió la mezcla anterior. El 
fragmento de DNA se introdujo en la matriz de la columna por centrifugación a 15000 g 
durante 1 minuto. Se eliminó el eluyente y se le añadió a la columna 0,5 ml de tampón 
QG para retirar las trazas de agarosa que pudieran permanecer en ella. Se centrifugó de 
nuevo a 15000 g durante 1 minuto y, de nuevo, se eliminó el eluyente. Para lavar la 
columna se añadió 0,75 ml de tampón PE. Se mantuvo 2 minutos a temperatura 
ambiente y se centrifugó a 15000 g durante 1 minuto. Para retirar completamente de la 
columna los restos del tampón PE, ésta, se volvió a centrifugar a 15000 g durante 1 
minuto. A continuación, se dispuso la columna en un tubo de 1,5 ml, se añadió 40 µl de 
tampón EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) para eluir el DNA y se dejó reposar a temperatura 
ambiente durante 1 minuto. Transcurrido este tiempo, el fragmento de DNA se recogió 
por centrifugación a 15000 g durante 1 minuto. El DNA purificado se guardó a –20ºC 
para su posterior uso. 
 
5.2. Purificación de productos de PCR 
 Para purificar los productos obtenidos mediante amplificación por PCR se 
utilizaron los reactivos e instrucciones del QIAquick PCR Purification Kit de Qiagen. A 
un volumen de la mezcla de reacción de PCR se añadieron cinco volúmenes de tampón 
PB. Se dispuso la columna QIAquick en un tubo de 2 ml y se introdujo en ella la mezcla 
anterior. Para introducir el DNA en la matriz de la columna se centrifugó a 15000 g 
durante 30 segundos. Una vez desechado el eluyente, se añadieron a la columna 0,75 ml 
de tampón PE y se centrifugó a 15000 g durante 30 segundos. Para eliminar de la 
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columna los residuos del tampón PE se centrifugó de nuevo a 15000 g durante 1 
minuto. A continuación, se introdujo la columna en un tubo de 1,5 ml y se le añadieron 
30 µl de tampón EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) para eluir el DNA. Después de 1 minuto 
en dicho tampón, se recogió el DNA por centrifugación a 15000 g durante 1 minuto. El 
DNA purificado se guardó a –20ºC hasta su posterior uso. 
 
6. CUANTIFICACIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS 
6.1. Cuantificación del DNA plasmídico 
 La concentración del DNA plasmídico siempre se determinó 
espectrofotométricamente midiendo su absorbancia a 260 nm en un espectrofotómetro 
(Beckman, modelo DU-68). Para ello se mezcló en una cubeta de cuarzo 3 µl de DNA 
plasmídico con 600 µl de agua y se obtuvo la A260. La concentración de DNA 
plasmídico se calculó multiplicando por un factor de 10 el valor de absorbancia 
obtenido.  
 
6.2. Cuantificación de pequeñas cantidades de DNA 
 Para cuantificar las pequeñas cantidades de DNA que generalmente se obtienen 
cuando se purifican fragmentos de DNA de geles de agarosa o productos de PCR, se 
utilizó un método basado en la fluorescencia de los complejos de DNA y bromuro de 
etidio. Ya que la intensidad de la fluorescencia es proporcional a la cantidad de DNA, el 
contenido en DNA de la muestra puede estimarse comparando la intensidad de 
fluorescencia de ésta con la de una serie de estándares. Para ello se mezcló 3 µl de una 
disolución de bromuro de etidio (2µg/ml) con 2 µl de una disolución de DNA estándar 
(0, 5, 10, 25 y 50 ng DNA/µl) y su fluorescencia se comparó con la de las muestras a 
cuantificar, en las que se sustituyó el DNA estándar por el DNA a cuantificar. Para 
inducir la fluorescencia se empleó un transiluminador de luz ultravioleta de 302 nm 
(UVP, modelo TM-40 E). Éste es un método muy sensible que puede detectar de 1 a 5 
ng de DNA. 
 
6.3. Cuantificación de RNA de tejidos vegetales 
Mª Begoña Herrera Rodríguez                                                                           MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 45
 La concentración de RNA total y RNA poliadenilado extraído de tejidos 
vegetales se determinó espectrofotométricamente midiendo su absorbancia a 260 nm, de 
la misma manera que se determinó la del DNA plasmídico. Para cuantificar el RNA 
total se mezcló en una cubeta de cuarzo 3 µl de la muestra de RNA con 750 µl de agua 
tratada con DEPC y se midió su A260. La  concentración de RNA total se obtuvo 
multiplicando por un factor de 10 el valor de absorbancia obtenido. En el caso del RNA 
poliadenilado y dado las cantidades tan pequeñas que se obtienen, se empleó una 
microcubeta de cuarzo en la que se mezcló 4 µl de RNA poliA con 46 µl de agua tratada 
con DEPC. La concentración de RNA poliA se obtuvo multiplicando por un factor de 
0,5 el valor de absorbancia obtenido. 
 La pureza de las muestras de RNA se determinó calculando la relación entre las 
absorbancias a 260 y 280 nm. Este valor debe estar comprendido entre 1,9 y 2,0. 
 
7. FRACCIONAMIENTO DE ÁCIDOS NUCLEICOS MEDIANTE 
ELECTROFORESIS  
7.1. Fraccionamiento de DNA 
 El DNA se fraccionó mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 
0,8% (p/v) preparados en tampón TBE y con bromuro de etidio a una concentración de 
0,6 µg/ml. . Las muestras de DNA se aplicaron al gel tras mezclarlas con el tampón de 
carga (2x) en proporción 1:1 (v/v). El tampón de electroforesis fue TBE, conteniendo 
bromuro de etidio a una concentración de 0,5 µg/ml. Como marcador de peso molecular 
se utilizó los fragmentos del DNA del bacteriófago λ digerido con PstI. La 
electroforesis se desarrolló a 120 V durante 60 - 90 minutos en una cámara con los 
electrodos separados 25,5 cm. El resultado de la electroforesis se visualizó y fotografió 
con un transiluminador de luz ultravioleta de 302 nm (UVP, modelo TM-40 E). 
 
7.2. Fraccionamiento de RNA 
 El RNA extraído de tejidos vegetales se fraccionó mediante electroforesis 
horizontal en geles desnaturalizantes de agarosa al 1,2% (p/v) elaborados en tampón 
MOPS y con formaldehido al 18% (v/v). Para su preparación, se fundieron 1,2 g de 
agarosa en 72 ml de agua tratada con DEPC, junto con 10 ml de MOPS (10x). Una vez 
Mª Begoña Herrera Rodríguez                                                                           MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 46
fundida se enfrió en un baño a 65ºC durante 5 minutos. Transcurrido ese tiempo, se le 
añadió 18 ml de formaldehido y se vertió en la cubeta de electroforesis donde se dejó 
gelificar por espacio de media hora. 
 Las muestras de RNA se sometieron a un tratamiento de desnaturalización antes 
de fraccionarlas. A una determinada cantidad de RNA (20-25 µg) se añadió la mezcla 
de desnaturalización (véase el apartado 1.2.8) en una proporción 1:1 (v/v). A 
continuación, se incubó a 67ºC durante 10 minutos y se enfrió inmediatamente en hielo. 
Seguidamente, las muestras se cargaron en los pocillos del gel y se procedió a la 
electroforesis que se desarrolló a 70 V durante 1 hora y 45 minutos en una cámara con 
los electrodos separados 10 cm. El tampón de electroforesis (MOPS) se mezcló pasada 
la primera hora. Tras la electroforesis, el gel se visualizó y fotografió con un 
transiluminador de luz ultravioleta de 302 nm (UVP, modelo TM-40 E). 
Las muestras de RNA demasiado diluidas se concentraron en una centrífuga con 
evaporación por vacío (Uniequip, modelo Unijet II Refrigerated Aspirator) antes de 
desnaturalizarlas y fraccionarlas por electroforesis.  
 
8. DIGESTIÓN DE ÁCIDOS NUCLEICOS CON ENDONUCLEASAS DE 
RESTRICCIÓN 
 Para las digestiones de DNA con endonucleasas de restricción se siguieron las 
recomendaciones de las correspondientes casas comerciales. Por lo general, las 
digestiones se realizaron en un volumen final de 20 µl, manteniéndolas a la temperatura 
adecuada durante la noche y empleándose alrededor de 10 U de enzima por cada µg de 
DNA digerido, para la clonación en vectores de expresión, o alrededor de 1 U de 
enzima por cada µg de DNA digerido para la obtención de sondas específicas. Los 
fragmentos de DNA resultantes de la digestión se analizaron mediante electroforesis en 
geles de agarosa al 0,8% (p/v) como se indicó en el apartado 7.1. 
 
9. CLONACIÓN DE FRAGMENTOS DE DNA EN VECTORES PLASMÍDICOS 
9.1. Rellenado de los extremos y purificación de los fragmentos de DNA a clonar 
La mayoría de los fragmentos de DNA de interés fueron obtenidos mediante 
amplificación por  PCR y se clonaron en el plásmido pBSK- (Stratagene). Previamente, 
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los extremos de los fragmentos se hicieron romos por tratamiento con el fragmento 
Klenow de la DNA polimerasa I de E. coli. Para ello, 25 µl de la mezcla de reacción de 
PCR se trataron con 10 U del fragmento Klenow (Boehringer Mannheim) tras añadirle 
1,5 µl de una disolución 1mM de los cuatro dNTPs (Boehringer Mannheim). La 
reacción se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos. A continuación, el 
DNA contenido en la mezcla se sometió a electroforesis y se purificó y se cuantificó 
según lo descrito en los apartados 5.1 y 6.2, respectivamente.  
 
9.2. Ligación de los fragmentos de DNA purificados 
Los fragmentos de DNA purificados se ligaron a diferentes plásmidos, 
dependiendo del experimento llevado a cabo.  
9.2.1. Clonación en el plásmido pBSK- (Stratagene) 
 Los fragmentos de DNA con extremos romos se clonaron en el sitio EcoRV del 
plásmido pBSK-. La ligación se realizó a 16ºC durante 16 horas con la ligasa del fago 
T4 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Boehringer Mannheim). En la 
reacción se mezcló 100-130 ng de fragmento de DNA con 120 ng de plásmido digerido 
con EcoRV y se emplearon 0,3 U de ligasa T4 y el tampón proporcionado por el 
fabricante. Posteriormente, estas ligaciones se utilizaron para transformar células 
competentes (apartado 3.2). 
9.2.2. Clonación en el plásmido pGEM-T (Promega) 
 Este plásmido se caracteriza por poseer un nucleótido de timina (T) desapareado 
en sus extremos 3’ para favorecer la ligación de fragmentos de DNA amplificados 
mediante PCR  que poseen un nucleótido de adenina (A) desapareado en sus extremos. 
La ligación se realizó a 4ºC durante 16 horas con la ligasa del fago T4, empleándose 3 
U de ligasa junto con el tampón correspondiente (Boehringer Mannheim). En la 
reacción se mezcló 50 ng de plásmido con una cantidad de fragmento de PCR en una 
relación molar 1:3 que vino dada por la ecuación:  
(ng plásmido x kb de inserto)  x  3 / kb de plásmido 
Posteriormente, se utilizaron estas ligaciones para transformar células 
competentes (apartado 3.2). 
9.2.3. Clonación en pGEX-KG (Guan & Dixon,1991) 
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 Los fragmentos se clonaron direccionalmente en pGEX-KG mediante ligación 
de extremos cohesivos. Para ello, fue necesario digerir previamente tanto el fragmento 
como el plásmido con las enzimas de restricción apropiadas. La ligación se llevó a cabo 
en las mismas condiciones que las ya descritas en el apartado 9.2.1. Posteriormente, 
estas ligaciones se utilizaron para transformar células competentes (apartado 3.2). 
 
10. EXTRACCIÓN DE RNA DE TEJIDOS VEGETALES 
 Para evitar la contaminación con ribonucleasas, todo el material de plástico se 
autoclavó antes de su uso. Asimismo, el material de vidrio y los morteros se hornearon 
durante 5 horas a 180ºC. Todas las disoluciones utilizadas que no pertenecieran a un kit 
se trataron con DEPC (Sambrook et al., 1989) al 0,1% (v/v) o se elaboraron con agua 
tratada con DEPC. 
 Para la extracción rutinaria de RNA de tejidos vegetales con un contenido bajo o 
moderado de carbohidratos se utilizó el reactivo TRI REAGENT- RNA/DNA/Protein 
Isolation Reagent (TRI REAGENT) (Molecular Research Center, Inc), y se procedió 
como sigue: 
Se homogeneizó de 0,5 a 1 gramo de material vegetal en un mortero con 
nitrógeno líquido. A este homogeneizado se añadió, inmediatamente, 1 ml de TRI 
REAGENT por cada 0,25 gramos de material vegetal y se mantuvo durante 5 minutos a 
temperatura ambiente para permitir la completa disociación de los complejos 
nucleoproteicos. Seguidamente, se añadió 0,2 ml de cloroformo por cada ml de TRI 
REAGENT, se agitó vigorosamente, y se mantuvo a temperatura ambiente durante 10 
minutos. Transcurrido ese tiempo, se centrifugó a 12000 g a 4ºC durante 15 minutos. El 
RNA contenido en la fase acuosa se precipitó por adición de 0,5 ml de isopropanol por 
cada ml de TRI REAGENT. Tras mantener la mezcla a temperatura ambiente durante 
10 minutos, se centrifugó a 12000 g a 4ºC durante 10 minutos para recoger el 
precipitado de RNA. El precipitado de RNA se lavó con 1 ml de etanol al 75% para 
eliminar sales, se centrifugó a 8000 g a 4ºC durante 5 minutos y se secó con helio. 
Finalmente, el precipitado de RNA seco se disolvió en un volumen apropiado de agua 
tratada con DEPC. 
 Una vez disuelto, el RNA se cuantificó espectrofotométricamente como se 
describe en el apartado 6.3 y se comprobó su integridad mediante electroforesis 
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desnaturalizante como se describe en el apartado 7.2. Las muestras de RNA se 
almacenaron a –80ºC hasta su uso. 
Los cotiledones de plantas de girasol de 0, 1, 2 y 3 días poseen un gran 
contenido de carbohidratos que contaminan el RNA extraído de ellos. El método de 
extracción de RNA descrito anteriormente no elimina bien los carbohidratos, por lo que 
fue necesario emplear un método de extracción diferente que rinde RNA más 
purificado. Este método, solventa el problema de los carbohidratos precipitándolos 
selectivamente con etanol a baja concentración antes del aislamiento final del RNA. 
Se homogeneizaron de 1 a 2 gramos de cotiledones en un mortero con nitrógeno 
líquido. A este homogeneizado se añadió, inmediatamente, 2 ml del siguiente tampón de 
extracción: Tris-HCl 1 M, pH 9,0; EDTA 50 mM; SDS 1% (p/v); β-mercaptoetanol 2% 
(v/v); PVPP 6% (p/v) y 2 ml de fenol:cloroformo:isoamilalcohol (24:24:1, v/v/v), para 
eliminar las proteínas. La mezcla se mantuvo a temperatura ambiente durante 1 hora, 
agitando cada 10 minutos. Seguidamente se recuperó la fase acuosa por centrifugación a 
12000 g a 4ºC durante 10 minutos y se le volvió a añadir 2 ml de 
fenol:cloroformo:isoamilalcohol (24:24:1, v/v/v). Se agitó vigorosamente y se 
centrifugó a 12000 g a 4ºC durante 10 minutos. De nuevo se recogió la fase acuosa, a la 
que se le añadió 2 ml de cloroformo:isoamilalcohol (24:1, v/v) para retirar el exceso de 
fenol y eliminar completamente las proteínas. Se agitó la mezcla y se centrifugó a 
12000 g a 4ºC durante 15 minutos. Con cuidado de no arrastrar proteínas de la interfase, 
se recogió la fase acuosa y se precipitó el RNA contenido en ella mediante permanencia 
en hielo durante al menos 1 hora con 3 volúmenes de ClLi 4 M. El RNA se recogió por 
centrifugación a 12000 g a 4ºC durante 10 minutos, se lavó con 1 ml de etanol al 70%, 
se secó con helio y se disolvió en el mínimo volumen de agua tratada con DEPC antes 
de proceder a la eliminación de los carbohidratos contaminantes. Ésto se consiguió 
añadiendo  0,20 volúmenes de etanol a las muestras de RNA anteriores, en presencia de 
NaCl 0,25 M. A continuación, la mezcla se mantuvo en hielo durante 10 minutos y se 
centrifugó a 15000 g a 4ºC durante 10 minutos para precipitar selectivamente los 
carbohidratos. Al sobrenadante se le añadió hasta 2,5 volúmenes de etanol, se mezcló y 
se mantuvo a –80ºC durante 20 minutos, para precipitar el RNA. El RNA sin 
carbohidratos se recogió por centrifugación a 15000 g a 4ºC durante 10 minutos, se lavó 
con 1 ml de etanol al 70% y se secó en una estufa a 37ºC. Finalmente, se disolvió el 
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precipitado de RNA en el mínimo volumen de agua tratada con DEPC. La 
cuantificación y la comprobación de la integridad del RNA obtenido se realizó como se 
describe en los apartados 6.3 y 7.2, respectivamente. Las muestras de RNA se 
almacenaron a –80ºC hasta su uso.  
 
11. OBTENCIÓN DE RNA poliadenilado (RNA poliA) 
Para obtener RNA poliA se utilizaron los reactivos e instrucciones del mRNA 
Isolation Kit (Boehringer-Mannheim), como se describe a continuación: 
1.  La muestra de 70 a 500 µg de RNA total se diluyó hasta un máximo de 2 veces con 
el tampón de lisis y se incubó a 65ºC durante 2 minutos. 
2. A continuación se prepararon las partículas magnéticas cubiertas de estreptavidina 
encargadas de retener el RNA poliA. Para ello se transfirió el volumen de partículas 
magnéticas requerido (Tabla II) a un tubo de 1,5 ml estéril. Se separaron las partículas 
magnéticas del tampón en que estaban almacenadas por exposición a una gradilla 
magnética durante 3 minutos y se lavaron una vez con el volumen apropiado de tampón 
de lisis (Tabla II). Para evitar la desecación de las partículas, el tampón de lisis no se 
retiró hasta el momento de añadirlas a la muestra de RNA total. 
3.  Una vez preparadas las partículas magnéticas se procedió a la hibridación del RNA 
total con un oligonucleótido de 20 desoxitimidinas marcado con biotina. Para ello, se 
añadió la cantidad apropiada del oligonucleótido a la muestra de RNA y se mezcló 
vigorosamente.    
4. El RNA poliA hibridado al oligonucleótido se inmovilizó por adición de la mezcla a 
las partículas de estreptavidina magnéticas, seguida de incubación a 37ºC durante 5 
minutos. 
5. Se separaron las partículas magnéticas del fluido por exposición a una gradilla 
magnética durante 3 minutos, aproximadamente. 
6. A continuación se lavaron las partículas magnéticas 3 veces con el tampón de  
lavado. Por exposición a una gradilla magnética se retiró completamente este tampón. 
7. El mRNA poliA se eluyó resuspendiendo en agua destilada las partículas 
magnéticas, seguido de incubación a 65ºC durante 2 minutos.  
8. Finalmente se separaron las partículas magnéticas del mRNA poliA por exposición  
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a una gradilla magnética durante 3 minutos, se transfirió el fluido con el mRNA a un 
tubo de 1,5 ml estéril y se cuantificó espectrofotométricamente como se describe en el 
apartado 6.3.  
 
Tabla II. Volumen de los diferentes tampones utilizados en función de la cantidad de RNA 
total de partida. 
 
RNA total 500µg 250µg 100µg 70µg 
Volumen de tampón de lisis más RNA 
total (volumen final) 
 
400µl 
 
200µl 
 
80µl 
 
56µl 
Volumen de partículas magnéticas 
(cantidad) 
300µl 
(3mg) 
150µl 
(1.5mg) 
60µl 
(0.6mg) 
42µl 
(0.42mg) 
Volumen de tampón de lisis para 
preparación partículas magnéticas 
 
500µl 
 
250µl 
 
100µl 
 
70µl 
Volumen de oligo(dT)20- biotina  
(cantidad) 
3µl 
(300pmol) 
1.5µl 
(150pmol) 
0.6µl 
(60pmol) 
0.42µl 
(42pmol) 
Volumen de tampón de lavado 3 x 500µl 3 x 250µl 3 x 100µl 3 x 70µl 
Volumen de agua destilada 50µl 25µl 10µl 7µl 
 
 
12. SÍNTESIS DE cDNA 
 El cDNA monocatenario se preparó a partir de RNA total o de RNA poliA, 
según el método de Yang et al. (1989), utilizando la transcriptasa inversa M-MLV 
(Promega) y el oligonucleótido QT como cebador (Frohman, 1994), cuya secuencia se 
muestra en el apartado 19. Se partió de 5 µg de RNA total o de 0,5-0,7 µg de RNA 
poliA y se llevó a un volumen de 13 µl con agua tratada con DEPC. El RNA se 
desnaturalizó mediante calentamiento a 80ºC durante 3 minutos para facilitar su copia y 
se enfrió sobre hielo. A continuación, se añadió el RNA desnaturalizado a una mezcla 
que contenía los cuatro dNTP (Boehringer Mannheim) a una concentración 0,5 mM 
cada uno, 15 U del inhibidor de ribonucleasas RNA guard  (Pharmacia), 100 ng del 
cebador QT (100 ng/µl) y 200 U de la transcriptasa inversa M-MLV en el tampón para 
síntesis de cDNA proporcionado por Promega. La mezcla de reacción se incubó en un 
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termociclador de DNA (Perkin Elmer, modelo 480) a 37ºC durante 1 hora, seguido de 
42ºC durante 30 minutos y finalmente 50ºC durante 10 minutos. 
El cDNA obtenido se almacenó a –20ºC para su posterior uso en reacciones de 
amplificación mediante PCR. 
 
13. OBTENCIÓN DE LOS EXTREMOS 5’ DE TRES cDNA QUE CODIFICAN 
ASPARRAGINA SINTETASAS MEDIANTE LA TÉCNICA 5’-RACE 
 Los extremos 5’ de los tres cDNA que codifican asparragina sintetasas de girasol 
se clonaron mediante PCR con cebadores específicos de gen diseñados a partir de la 
secuencia de pequeños fragmentos de los extremos 3’ de cada uno de ellos. Para ello se 
sintetizó el cDNA correspondiente a los mensajeros de los tres genes AS y se realizó 
una amplificación del mismo con los cebadores específicos de gen utilizando el kit 
Marathon cDNA Amplification (Clontech). Se procedió como se indica en los 
apartados siguientes. 
 
13.1. Síntesis de la primera cadena de cDNA 
 En un tubo de 0,5 ml se mezclaron 5 µg de RNA total de hojas de plantas 
adaptadas a la oscuridad o de cotiledones de plántulas en germinación, 1 µl de una 
disolución 10 µM del cebador para la síntesis de cDNA y agua estéril hasta un volumen 
final de 5 µl. Se incubó la mezcla a 70ºC durante 2 minutos, se enfrió en hielo durante el 
mismo tiempo y se centrifugó brevemente. Seguidamente, se añadieron 2 µl de tampón 
para la síntesis de primera cadena (5x), 1 µl de una mezcla de los cuatro dNTP a 
concentración 10mM cada uno, 1µl de la transcriptasa inversa AMV (20 U/µl) y 1 µl de 
agua estéril. Se mezcló y se incubó la reacción a 42ºC durante 1 hora en un incubador 
de aire caliente para evitar la reducción del volumen de la reacción por evaporación que 
disminuiría la eficiencia de la síntesis de la primera cadena. Transcurrido este tiempo, 
los tubos que contenían la mezcla de reacción se colocaron en hielo para interrumpir la 
síntesis de la primera cadena de los cDNA. 
 
13.2. Síntesis de la segunda cadena de cDNA 
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 Todos los tubos que se utilizaron en este proceso se enfriaron previamente en 
hielo. A los 10 µl de la mezcla de reacción de síntesis de la primera cadena se añadieron 
48,4 µl de agua estéril, 16 µl de tampón para la síntesis de la segunda cadena (5x), 1,6 
µl de la mezcla de los cuatro dNTP (10mM) y 4 µl del cóctel de enzimas (20x) (véase el 
apartado 1.2.6). La mezcla se mantuvo a 16ºC durante 1 hora y 30 minutos. 
Seguidamente, se añadieron 2 µl de la DNA polimerasa del fago T4 (5 U/µl), y la 
mezcla se mantuvo a 16ºC durante 45 minutos. Finalmente, se detuvo la reacción de 
síntesis por adición de 4 µl de EDTA / glucógeno (50x). Posteriormente, se añadieron 
100 µl de fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1, v/v/v) y, tras agitar vigorosamente, 
se centrifugó a 15000 g durante 10 minutos para separar las fases. Se transfirió la fase 
acuosa a un tubo limpio, y se eliminaron los restos de fenol por adición de 100 µl de 
cloroformo:isoamilalcohol (24:1, v/v), agitación vigorosa y centrifugación a 15000 g 
durante 10 minutos para separar las fases. Seguidamente se transvasó la fase acuosa a 
un nuevo tubo de 0,5 ml.  
 Para precipitar el cDNA sintetizado se añadió ½ volumen de acetato amónico 4 
M y 2,5 volúmenes de etanol al 95%, se agitó vigorosamente y se centrifugó a 15000 g 
a temperatura ambiente durante 20 minutos. Se eliminó el sobrenadante y el precipitado 
se lavó con 300 µl de etanol al 80% y se centrifugó a 15000 g durante 10 minutos. 
Posteriormente se eliminó el sobrenadante y se secó el precipitado con helio. 
Finalmente, el precipitado que contenía el cDNA se disolvió en 10 µl de agua. 
 Para estimar el rendimiento de la síntesis de cDNA, se comparó el cDNA 
obtenido a partir del RNA de origen vegetal con el cDNA sintetizado a partir del RNA 
poliA de placenta humana proporcionado por el kit. A tal fin, muestras de 2 µl de ambos 
tipos de cDNA se cargaron en un gel de agarosa al 1,2%, se separaron por electroforesis  
y se visualizaron con un transiluminador de luz ultravioleta (apartado 7.1). 
  
13.3. Ligación de un adaptador al extremo 5’ del cDNA 
En un tubo de 0,5 ml se mezclaron 5 µl de la disolución de cDNA, 2 µl de una 
mezcla de adaptadores de concentración 10 µM proporcionada por el kit, 2 µl de 
tampón de ligación de DNA (5x) y 1 µl de DNA ligasa T4 (400U/ µl). Se agitó 
vigorosamente, se centrifugó brevemente y se incubó a 20ºC durante 4 horas. Para 
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detener la reacción, se calentó a 70ºC durante 5 minutos. Se diluyó el cDNA ligado al 
adaptador con tampón Tricina-EDTA en una proporción 1/250 (v/v), se calentó a 94ºC 
durante 2 minutos para desnaturalizar el cDNA y se enfrió en hielo durante el mismo 
tiempo. Finalmente, la preparación de cDNA se guardó a –20ºC hasta su utilización en 
la reacción de amplificación RACE-PCR. 
 
13.4. Diseño de cebadores específicos de los genes AS de girasol para amplificar los 
extremos 5’ de su cDNA 
 Los cebadores empleados en la amplificación de los extremos 5’ de los cDNA de 
HAS1, HAS1.1 y HAS2 se diseñaron a partir de secuencias del extremo 3’ de los 
mismos. A continuación se muestra la secuencia de los cebadores empleados, tanto 
internos como externos,  y su posición en el correspondiente cDNA. 
 
 HAS1           3GS1 :  5’-GAC GGT CAA CTT AGC CGA ATT CTG A-3’ 
                                3GS1n: 5’- AGG GAA AAG CCG CTC AAA GAT CAT T-3’ 
 
         
TACTATTACCGAATGATCTTTGAGCGGCTTTTCCCTCAGAATTCGGCTAAGTTGACCGTCCCGGGTGGAGCC  1584 
 
                                                                                        
AGTATAGCTTGCAGCACCGCAAAGGCCATCGAGTGGGACGCGTCTTGGTCTAACAATCTGGACCCCTCAGGC  1656  
                                                                                
        
AGGGCTGCACTTGGAGCCCATAATGCTGCTTACAAGAAGAACATGGGTCCGGTCGGTCAAGTTAAGTTAGGA  1728 
  
                                                                                       
CCAAACATTATTGACAACGTGCCACGGATGATGGATATCTCTGCTTCCGAACTCGTGATTCAGGGCTAGCGG  1800 
 
 
  
HAS1.1       3GS11: 5’-TGC AGT GCT GCA AGC CAC G-3’   
                    3GS11n: 5’- GCT TGC TCC ACC CGG GAC A-3’ 
  
        
TTGACTGTCCCGGGTGGAGCAAGCGTGGCTTGCAGCACTGCAAAAGCAATCGAGTGGGACGCTTCTTGGTCA  1656  
 
                                                                                          
AACAACCTTGACCCGTCGGGAAGGGCTGCACTCGGGGTCCATAATGCTGCATACAAGAAGAACTCGGGTTCG  1728                
 
        
ATTAGTTCGGCAAACTTAGCACCAAGCATCGCTGACAACGTGCCACGGATGATGGATATTACGGGTCCTGAA  1800   
 
                                                                                         
CTCGTGATTCGGAGTTAACGGTTTATGGTTGAATAAAATAGACGAGTCGCAACGTGTTTTTATGATGTGTTG  1872 
 
 
3GS1 3GS1n 
3GS13GS11n 
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HAS2          3GS2: 5’-AAC CGT TAA CCT TGC AGC ATT CTT G-3’      
                    3GS2n: 5’- TCT TGG GGA AGA ACT TTT CAA AGA TTT TG-3’  
 
        
TACTATCGCAAAATCTTTGAAAAGTTCTTCCCCAAGAATGCTGCAAGGTTAACGGTTCCAGGGGGTCCAAGT  1585  
 
                                                                                       
GTGGCATGCAGCACGGCTAAGGCGGTAGAGTGGGATGCATCGTGGTCCAAAAATCTTGACCCGTCGGGCCGA  1657                
  
         
GCTGCTCTTGGGGTTCATGCAGCGGCCTACGAAGACGCCAAGTGAATCTGGTTAATGATGGCAGTCAGTTTA  1729 
 
 
 
 El tamaño de los cebadores, su temperatura de fusión y su secuencia se ajustaron 
con el programa Oligo (v. 4.0.5, National Biosciences, 1994) de modo que fueran 
compatibles con el cebador AP1 o con AP2, según fueran externos o internos, en una 
reacción de amplificación. 
 
13.5. Amplificación mediante PCR de los extremos 5’ del cDNA (RACE-PCR) 
 Mediante esta técnica se consiguió amplificar el extremo 5’ del cDNA de los 
genes HAS1, HAS1.1 y HAS2. 
Las mezclas de reacción empleadas en cada amplificación fueron las siguientes.  
 
 
Amplificación del extremo 5’ del cDNA de HAS1 
 
 
Componentes Volumen 
cDNA (hojas en oscuridad) 5 µl 
Cebador AP1, 10 µM 1 µl 
Cebador 3 GS1, 10 µM 1 µl 
Mezcla maestra 43 µl 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3GS2 
3GS2n 
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Amplificación del extremo 5’ del cDNA de HAS1.1 
 
 
Componentes Volumen 
cDNA (hojas en oscuridad) 5 µl 
Cebador AP1, 10 µM 1 µl 
Cebador 3 GS11, 10 µM 1 µl 
Mezcla maestra 43 µl 
 
 
Amplificación del extremo 5’ del cDNA de HAS2 
 
 
Componentes Volumen 
cDNA (cotiledones de plántulas en germinación) 5 µl 
Cebador AP1, 10 µM 1 µl 
Cebador 3 GS2, 10 µM 1 µl 
Mezcla maestra 43 µl 
 
 AP1 es un cebador proporcionado por el kit que se une a los adaptadores ligados 
al extremo 5’ del cDNA, de secuencia: 5’-CCA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG 
GGC-3’, mientras que los cebadores 3 GSx (x= 1, 11 y 2) son, como se ha descrito 
anteriormente, específicos del extremo 3’ de los cDNA de HAS1, HAS1.1 y HAS2, 
respectivamente.  
 La mezcla maestra contiene 36 µl de agua; 5 µl de tampón de PCR (10x); 1 µl de 
la mezcla de los cuatro dNTP 10 mM y 1 µl de la mezcla de Polimerasas (50x) 
suministrados por los kits Advantage cDNA PCR y Advantage cDNA Polymerase Mix 
de Marathon (Clontech). 
Para amplificar el extremo 5’ del cDNA de cada uno de los tres genes AS se 
empleó el siguiente perfil de amplificación: desnaturalización a 94ºC durante 1 minuto 
seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 94ºC durante 30 segundos, alineamiento a 
65ºC durante 30 segundos y extensión a 72ºC durante 4 minutos. 
 Con el fin de comprobar que los fragmentos amplificados correspondían a los 
extremos 5’ de los genes AS, se realizó una reamplificación utilizando nuevos 
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cebadores específicos para cada uno de los genes AS: el cebador 3GS1n para el gen 
HAS1; el cebador 3GS11n para el gen HAS1.1 y el cebador 3GS2n para el gen HAS2. 
Estos nuevos cebadores se diseñaron, como se muestra en el apartado anterior, para 
unirse a secuencias contiguas e internas a las que se unen los primeros cebadores 
específicos de cada gen. Junto a éstos, se utilizó el cebador del extremo 5’ AP2 
proporcionado por el kit. Este es un cebador que se une al adaptador en una posición 
contigua e interna a AP1 y tiene de secuencia: 5’- ACT CAC TAT AGG GCT CGA 
GCG GC-3’. Como diana de estas nuevas amplificaciones se emplearon los productos 
de las primeras amplificaciones diluidos en tampón Tricina-EDTA en proporción 1/49 
(v/v). 
    Se empleó el siguiente perfil para la reamplificación: un primer paso de 
desnaturalización a 94ºC durante 1 minuto, a continuación se llevó a cabo 25 ciclos de 
desnaturalización a 94ºC durante 30 segundos, alineamiento a 65ºC durante 30 
segundos y extensión a 72ºC durante 4 minutos. 
 Cada vez que se realizó una amplificación, se comprobó el tamaño del 
fragmento obtenido mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8%, como se describe 
en el apartado 7.1. 
 
14. AMPLIFICACIÓN DE LOS cDNA COMPLETOS DE LOS GENES HAS1 Y 
HAS2 
 La identidad de los fragmentos 5’ de cada uno de los tres genes para la 
asparragina sintetasa de girasol obtenidos por la técnica 5’-RACE se confirmó mediante 
secuenciación y comparación con las secuencias de otras AS de plantas como se 
describe en el apartado 15. A continuación, se procedió a solapar las secuencias de los 
extremos 3’ y 5’ para reconstruir las secuencias completas de los cDNA.  
Paralelamente, se llevó a cabo la amplificación directa de los cDNA completos 
de los genes HAS1 y HAS2 empleando  nuevos cebadores específicos de gen situados en 
los extremos de los cDNA como se muestra en la Figura 2. Estos cebadores contenían 
sitios de corte para enzimas de restricción que favorecen la clonación de los cDNA en 
vectores de expresión para ensayar la funcionalidad de los productos de HAS1 y HAS2 
mediante complementación como se describe en el apartado 20, o inducirlos en la 
estirpe XL1-Blue de E. coli, como se describe en el apartado 21. 
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Para amplificar el cDNA completo de HAS1, se diseñaron los siguientes 
cebadores GEX: 
 
GEX5H1: 5’-CTA GTC TAG ACA TGT GTG GAA TAC TTG CTG TCT TGG GT-3’ 
cebador del extremo 5’, que contiene el codón de inicio de la traducción y una extensión 
en 5’ con un sitio XbaI, para la clonación direccional en el vector de expresión pGEX-
KG.  
 
GEX3H1: 5’-ACC CAA GCT TCG CTA GCC CTG AAT CAC GAG TT-3’                          
cebador del extremo 3’ que contiene parte de las secuencias 3’ hasta el codón de 
terminación, más una extensión en 5’ con un sitio HindIII. 
 
 La amplificación del cDNA de hojas adaptadas a la oscuridad se llevó a cabo 
con la mezcla de enzimas del kit Advantage cDNA Polymerase Mix (apartado 13.5), 
empleándose el siguiente perfil de amplificación: desnaturalización a 94ºC durante 1 
minuto, seguido de 35 ciclos de desnaturalización a 94ºC durante 30 segundos; 
alineamiento a 65ºC durante 30 segundos y extensión a 72ºC durante 4 minutos. Se 
obtuvo un producto de unas 1700 pb correspondiente al cDNA completo del gen HAS1. 
 Para obtener el cDNA completo de HAS2, se diseñaron los cebadores GEX 
siguientes: 
 
GEX5H2: 5’- CCG GAA TTC TAA TGT GTG GAA TAC TCG CCG TT-3’, cebador 
5’ que contiene el codón de inicio de la traducción más una extensión en 5’ con un sitio 
EcoRI, para la clonación direccional en el vector de expresión pGEX-KG. 
 
GEX3H2: 5’- ACC GCT CGA GAT TCA CTT GGC GTC TTC GTA-3’, cebador 3’ 
que contiene secuencias de la región 3’ hasta el codón de terminación y una extensión 
en 5’ con un sitio XhoI. 
 
El tamaño de los cebadores, su temperatura de fusión y su secuencia se ajustaron 
con el programa Oligo (v. 4.0.5, National Biosciences, 1994) de modo que cada pareja 
de cebador fuera compatible en una reacción de amplificación. 
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La amplificación del cDNA procedente de cotiledones en germinación, obtenido 
mediante la técnica 5’-RACE con el kit de Marathon, realizada con esta pareja de 
cebadores se llevó a cabo de la misma forma que antes, a excepción de la temperatura 
de alineamiento que fue de 60ºC, en lugar de 65ºC. Se obtuvo un producto de unas 1700 
pb correspondiente al cDNA completo del gen HAS2. 
 
15. SECUENCIACIÓN DE ÁCIDOS NUCLÉICOS Y ANÁLISIS DE LAS 
SECUENCIAS 
15.1. Secuenciación de ácidos nucléicos 
Los fragmentos de cDNA obtenidos por la técnica 5’-RACE se clonaron en el 
plásmido pBSK- como se indica en el apartado 9.2.1 y se enviaron al Servicio de 
Secuenciación de la Unidad de Biología Molecular de la Universidad de Alcalá de 
Henares. Las secuencias se determinaron siguiendo el método de terminación de la 
elongación con dideoxinucleótidos fluorescentes, usando la Taq polimerasa y los 
reactivos del AmpliTaq DyeDeoxi Terminator Cycle Sequencing Kit (Perkin Elmer), 
además de los cebadores específicos de cada fragmento. 
Al menos dos clones independientes de cada tipo de cDNA fueron secuenciados 
en ambos sentidos y la secuenciación repetida hasta resolver todas las ambigüedades. 
 
15.2. Análisis de las secuencias 
Para el análisis de las secuencias se empleó tanto el paquete de programas 
Wisconsin (v.9.1-UNIX; 1997) del Genetic Computer Group como el conjunto de 
aplicaciones Lasergene Navigator (v. 1.64) de DNASTAR. 
Con el programa PILEUP se realizaron alineamientos de secuencias. A partir de 
estos alineamientos y mediante el programa OLDDISTANCES se obtuvieron los 
valores de identidad de secuencia para las comparaciones múltiples. La aplicación 
MULTIPLE SECUENCE ALIGNMENT EDITOR & SHADING UTILITY (Gene Doc, 
Versión 2.4) se utilizó para generar, editar e imprimir alineamientos de secuencias en 
los que las posiciones comunes aparecen sombreadas. El dendrograma de parentesco se 
obtuvo tras una comparación de múltiples secuencias empleando el método Clustal de 
Lasergene Navigator. Las posibles estructuras secundarias, regiones flexibles, perfiles 
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-CAGGGCTAGcgAAGCTTgggt-3’ 
GEX5H1  GEX3H1 
B.   
5’-ccgGAATTCtaATGTGTGGA- -GCCAAGTGAatCTCGAGcggt-3’ 
cDNA completo del gen HAS2 
Sitio de corte 
de EcoRI 
Sitio de corte 
de XhoI 
GEX5H2 GEX3H2 
A.  
Sitio de corte 
de XbaI 
Sitio de corte 
de HindIII 
cDNA completo del gen HAS1 
5’-ctagTCTAGAcATGTGTGGA- 
Figura 2. Estrategia empleada en la obtención del cDNA completo de los genes HAS1 y HAS2. 
A. Amplificación del cDNA completo del gen HAS1. B. Amplificación del cDNA completo del gen 
HAS2. Las flechas en rosa indican la posición de los cebadores empleados en la amplificación del 
cDNA completo. En azul se indican los sitios de corte para la clonación direccional del cDNA 
completo en el vector de expresión pGEX-KG para los ensayos de complementación en la estirpe 
ER de E. coli o la indución de la síntesis de sus productos en la estirpe XL1-Blue de E. coli.  
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de hidrofilicidad y probabilidad de superficie se obtuvieron con el programa Protean de 
Lasergene Navigator. Para la obtención, edición e impresión de estructuras secundarias 
y terciarias a partir de las secuencias aminoacídicas de HAS1, HAS1.1 y HAS2 se 
empleó el programa Swiss-Pdb Viewer (v.3.7b2) obtenido en la página web de 
EXPASY (www.expasy.ch).  
 
16. PREPARACIÓN Y PURIFICACIÓN DE SONDAS DE HIBRIDACIÓN 
ESPECÍFICAS PARA LOS GENES QUE CODIFICAN ASPARRAGINA 
SINTETASAS EN EL GIRASOL 
16.1. Diseño de cebadores específicos para los genes que codifican la AS de girasol 
 Los cebadores se diseñaron a partir de secuencias únicas de las regiones 3’ no 
traducidas de los genes HAS1, HAS1.1 y HAS2. La secuencia de cada cebador y su 
posición en el mensajero se muestra a continuación. 
 
 Para el gen HAS1: 
 
1931 GTTATGTAAG  CATTGGCTTT  TAAATAAATT  TGTTTTTTAG  
                    cebador gas1s   3’-CGAAA   ATTTATTTAA   ACAAAAAATC-5’  
1971 TAAAAAAAAA 
 
Para el gen HAS1.1: 
 
1991  ACGTTATATA  TTTTCAGACG  ATTGATTACA  CCTAAAAAAA   
          cebador gas11s   3’-AAGTCTGC   TAACTAATGT   GGA-5’ 
2031 AAAAAAAAAA 
 
Para el gen HAS2:  
 
1821  GAAAATGATT  GTTTCAAATT  CCAAAATACC  TCTCTTATTT   
                            cebador  gas2s   3’-GTTTAA   GGTTTTATGG   AGAGAATAA-5’ 
1861 TTAAAAAAAA   
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El tamaño de los cebadores, su temperatura de fusión y su secuencia se ajustaron 
con el programa Oligo (v. 4.0.5, National Biosciences, 1994) de modo que fueran 
compatibles en una reacción de amplificación.  
 
16.2. Preparación de sondas de cadena sencilla 
 Las sondas de cadena sencilla se obtuvieron por extensión de los cebadores 
específicos, mencionados arriba, usando como molde secuencias únicas de las regiones 
3’ no traducidas de los genes HAS1, HAS1.1 y HAS2. Dichas secuencias fueron aisladas 
de los correspondientes cDNA mediante digestión con las enzimas de restricción 
apropiadas, electroforesis en gel de agarosa al 0,8% y purificación de gel (apartados 8, 
7.1 y 5.1, respectivamente). En la siguiente tabla se especifican algunas de las 
características de las sondas de cadena sencilla empleadas. 
 
Tabla III. Sondas de cadena sencilla específicas de gen. 
 
Cebador Gen diana Enzima y sitio de corte empleados en el aislamiento de las secuenicas 3’ Tamaño de la sonda (nt) 
gas1s HAS1 EcoRV, 30 nt antes del codón de paro 177 
gas11s HAS1.1 HpaI, en el mismo codón de paro 201 
gas2s HAS2 BbsI, 4 nt antes del codón de paro 134 
  
El tamaño de las sondas se corresponde con la distancia entre el extremo 5’ del cebador y el sitio de corte 
de la enzima. 
 
 
La especificidad de las sondas se comprobó mediante pruebas de hibridación con 
los tres tipos de cDNA. 
La extensión se llevó a cabo mediante PCR en presencia de α32P-dATP según el 
método de Konat et al. (1994). Para ello se mezcló en tubos de 0,6 ml 50 ng de DNA 
molde (región 3’ no traducida); 2,5 µl del cebador específico de gen (10 µM); 12,3 µl 
de una mezcla que contenía: PCR buffer II  y 2 mM MgCl2 del kit GeneAmp de Perkin 
Elmer y la disolución 1 µM de dTTP, dCTP y dGTP y, por último, 1 µl (1 U) de Taq 
Polimerasa del kit AmpliTaq DNA polymerase de Perkin Elmer. Para evitar la 
evaporación de las muestras, éstas se cubrieron con 30 µl de aceite mineral y, 
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finalmente, 10 µl de α32P-dATP (Amersham, 3000 Ci/mmol, 10 µCi/µl) fueron 
añadidos a través del aceite mineral. Se introdujeron los tubos en un termociclador de 
DNA (Perkin Elmer, modelo 480) previamente calentado a 94ºC durante 1 minuto y se 
incubaron bajo el siguiente perfil de amplificación: 40 ciclos de desnaturalización a 
94ºC durante 2 minutos, alineamiento a 52ºC durante 2 minutos y extensión a 72ºC 
durante 5 minutos. 
   
16.3. Purificación de sondas de cadena sencilla 
 Una vez marcada radioactivamente, la sonda se separó de los nucleótidos no 
incorporados mediante cromatografía de exclusión molecular en columnas con una 
matriz de aproximadamente 2 ml de gel SEPHADEX G-25. Se llevó la sonda hasta 200 
µl con agua y se introdujo en la columna. A continuación, se eluyó la fracción de alto 
peso molecular con agua y se recogió en tubos de 1,5 ml. Las tres primeras fracciones 
recogidas que más radioactividad contenían se mezclaron en un tubo de tapón de rosca y 
se calentaron a 100ºC durante 2 minutos para facilitar su hibridación con el RNA fijado 
a membranas de nailon, enfriándose después en hielo durante 1 minuto.  
 
17. TRANSFERENCIA Y FIJACIÓN DE RNA A MEMBRANAS DE NAILON  
17.1 Transferencia de RNA o Northern blot 
 Tras fraccionar el RNA total por electroforesis desnaturalizante en geles de 
agarosa con formaldehido como se describe en el apartado 7.2, se procedió a transferirlo 
a una membrana de nailon (Hybond-N de Amersham) por capilaridad, según describe 
Sambrook et al. (1989), usando para ello  tampón SSC (10x). 
 Se preparó una cubeta con el tampón de transferencia SSC (10x), sobre la cual se 
colocó un vidrio. Se realizó un puente con papel Whatman 3MM empapado en SSC 
(10x) manteniendo ambos extremos sumergidos en el tampón de la cubeta. En el centro 
del papel Whatman 3MM se colocó el gel con los pocillos hacia abajo y sobre él una 
membrana de nailon empapada en SSC (2x). En todo el proceso se evitó la aparición de 
burbujas entre las distintas interfases, ya que esto dificultaría el ascenso del RNA por 
capilaridad. Se cortaron tres trozos de papel Whatman 3MM, se empaparon en SSC 
(2x), y se colocaron sobre la membrana. Para evitar que el tampón difundiera y asegurar 
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la transferencia a través del gel, se colocó parafina en la zona del puente donde no había 
gel. Sobre todo el conjunto se colocó un bloque de toallas de papel absorbente, otro 
vidrio y un peso aproximado de 1 kg. La transferencia se dejó proceder durante al 
menos 12 horas. 
Las bandas de RNA ribosómico de las muestras fueron empleadas como 
marcadores de tamaño. Por ello, se marcaron estas bandas en el gel y después de la 
transferencia se realizaron unos pequeños cortes en la membrana en aquellos lugares 
donde se encontraban las marcas en el gel.  
 
17.2. Fijación del RNA a la membrana de nailon 
 Tras desmontar el sistema de transferencia, la membrana se dispuso sobre una 
hoja de papel Whatman 3MM, con la superficie a la que estaba adherido el RNA hacia 
arriba, y se dejó secar a temperatura ambiente. La fijación del RNA a la membrana se 
llevó a cabo mediante incubación en un horno a 80ºC durante 2 horas. 
 
18. HIBRIDACIÓN DE MEMBRANAS CON RNA Y SONDAS DE DNA 
MARCADAS RADIOACTIVAMENTE 
18.1. Hibridación de RNA 
 Las membranas con el RNA se sometieron a un tratamiento de prehibridación a 
42ºC durante 3-6 horas en una mezcla que contenía formamida desionizada 50% (v/v); 
SSC (5x); sulfato de dextrano 5% (p/v); disolución Denhardt (5x); SDS 0,5% (p/v) y 
fragmentos de DNA de timo de ternera desnaturalizado (100 µg/ml) en un volumen de 
100-150 µl de mezcla de prehibridación/cm2 de membrana. Una vez finalizada la 
prehibridación se añadió a la mezcla la sonda preparada como se describe en el apartado 
16. La hibridación se llevó a cabo a 42ºC durante 20 horas. Tanto la prehibridación 
como la hibridación se realizaron en tubos de vidrio cerrados herméticamente, 
utilizando hornos de hibridación rotatorios para mantener la temperatura constante. 
 
18.2. Lavados de las membranas 
 Para controlar la especificidad de la unión de la sonda al RNA fijado a la 
membrana, se realizaron tres lavados a temperatura ambiente con SSC (2x) y SDS 0,1% 
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(p/v). Posteriormente, se lavó una vez a 65ºC durante 15 minutos con SSC (2x) y SDS 
0,1% (p/v). Este último lavado hubo de repetirse en aquellos filtros donde la señal de 
hibridación fue demasiado fuerte. 
 
18.3. Detección de las señales de hibridación 
 Una vez lavadas, las membranas se envolvieron en plástico. Para detectar la 
señal de hibridación, se expusieron películas fotográficas (Kodak X-Omat AR) a la 
radiación emitida por las membranas, y se introdujeron en casetes con pantalla 
intensificadora para amplificar la señal (Amersham). Los casetes se almacenaron a –
80ºC durante el tiempo suficiente para que las películas quedaran impresionadas. 
Transcurrido este tiempo, las películas se revelaron en el Servicio de Fotografía de la 
Universidad de Córdoba. Alternativamente, la señal de hibridación en las membranas se 
reveló y digitalizó mediante exposición a una pantalla del sistema de detección 
Molecular Imager System GS-525 (BioRad). 
  
18.4. Eliminación de la sonda hibridada 
 Para eliminar la sonda de las membranas tras la hibridación y poder reutilizarlas 
de nuevo, éstas se introdujeron en un recipiente que contenía una disolución de SDS al 
0,1% (p/v) en ebullición, donde se mantuvieron hasta alcanzar la temperatura ambiente. 
 
19. REACCIONES DE RT-PCR 
19.1. Reacciones de amplificación 
 Además de mediante los ensayos de hibridación Northern, la expresión de los 
genes AS de girasol se estudió mediante la amplificación de su cDNA (RT-PCR), 
empleando para ello cebadores específicos de cada gen. Esta es una técnica muy 
resolutiva que se aplicó para detectar cantidades muy reducidas de transcritos de cada 
gen. 
 El cDNA se obtuvo a partir de RNA de diferentes tejidos mediante la reacción 
de retrotranscripción descrita en el apartado 12. Posteriormente, se procedió a su 
amplificación utilizando los reactivos e instrucciones del AmpliTaq-Gold DNA 
polymerase de Perkin Elmer. En tubos de 0,6 ml se mezclaron 2,5 µl de tampón de PCR 
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Gold (10x); 2,5 µl de la mezcla de los cuatro dNTP 2 mM; 2 µl de MgCl2 25 mM; 0,5 
µl del cebador del extremo 3’ (50x); 0,5 µl del cebador del extremo 5’ (50x); 0,5 µl de 
la AmpliTaq Gold polimerasa (5U/µl) y 16,5 µl de agua. A esa mezcla se le añadió 2,5 
µl de la disolución de cDNA para amplificar. Los tubos se introdujeron en un 
termociclador de DNA (Perkin Elmer, modelo 480) y se sometieron al siguiente perfil 
de amplificación: un primer paso a 94ºC durante 5 minutos para activar a la AmpliTaq 
Gold polimerasa, seguido de 30-35 ciclos de desnaturalización a 94ºC durante 1 minuto, 
alineamiento a 60ºC durante 30 segundos y extensión a 72ºC durante 1 minuto, con un 
incremento de 1 segundo por cada ciclo en la fase de extensión. 
 El resultado de la amplificación se visualizó mediante electroforesis en gel de 
agarosa al 0,8% como se describe en el apartado 7.1.  
Con el fin de confirmar la existencia de una relación positiva entre la cantidad de 
cDNA amplificado y la de producto obtenido se realizaron amplificaciones con 
cantidades crecientes de cDNA de cada gen, empleando, para ello, los mismos 
cebadores específicos. 
 
19.2. Diseño de los cebadores específicos empleados en las reacciones de 
amplificación 
 Para amplificar los cDNA de la AS de girasol se diseñaron unos cebadores 
específicos de cada uno de los genes AS a partir de secuencias únicas de las regiones 3’ 
no traducidas de su cDNA. Como cebadores del extremo 5’ se emplearon los cebadores 
AS1 (interno) y AS2 (externo) de posiciones consecutivas, que fueron diseñados para 
unirse a una región altamente conservada en la secuencia de las AS de plantas. Esta 
región fue detectada mediante la comparación de las secuencias de las AS de siete 
especies de plantas mono y dicotiledóneas. 
 A continuación se muestra un esquema de la posición en el cDNA de los 
cebadores empleados en las reacciones de amplificación RT-PCR. En él, el recuadro 
representa la zona codificante y las líneas delgadas los extremos 5’ y 3’ no traducidos. 
La región 3’ variable aparece sombreada y el oligonucleótido QT fijado al cDNA 
durante su síntesis viene representado mediante un  pequeño recuadro. 
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5’  
 
 
 
 La secuencia de cada cebador se muestra a continuación: 
 
AS1:   5’-GGTGTTGGCTATRGITTGATHGAYG-3’ 
AS2:   5’-CTCTACAGGCAGAAAGARCARTTYAGYGA–3’ 
QT:    5’-CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’  
RT1:  5’-ACAACCAACATATCTTAATAACAAACACA-3’ 
gas1:  5’-AAAGCCAATGCTTACATAACAATACATTT-3’ 
gas1.1:  5’-CGATTATTTATGCACATGACGAACTAC-3’ 
gas2:  5’-TCCTCTACTCTTATTCCCATCACCAA-3’ 
 
Donde I= inosina, R= purina, Y= pirimidina y H= A,C o T. 
 
 El tamaño de los cebadores RT1, gas1, gas1.1 y gas2, su temperatura de fusión y 
su secuencia se ajustaron con el programa Oligo (v. 4.0.5, National Biosciences, 1994) 
de modo que fueran compatibles con los cebadores AS1 y AS2 en una reacción de 
amplificación. 
 
20. COMPLEMENTACIÓN DE UNA ESTIRPE DE Escherichia coli 
AUXÓTROFA PARA LA ASPARRAGINA 
20.1 Construcción de los plásmidos de expresión pHAS1ex y pHAS2ex 
 Para expresar los genes HAS1 y HAS2 en la estirpe ER de E. coli, auxótrofa para 
la asparragina, se clonaron direccionalmente las regiones codificantes de estos genes 
obtenidas como se describió en el apartado 14, en el vector de expresión pGEX-KG 
(Guan & Dixon,1991).  
 El producto de amplificación correspondiente a la región codificante del gen 
HAS1 fue aislado y purificado como se describe en los apartados 14 y 5.2, 
respectivamente. A continuación, como paso intermedio, fue necesario clonar esta 
secuencia en el plásmido pGEM-T (apartado 9.2.2) para generar suficientes extremos a 
3’ 
AS2 gas x (x= 1, 1.1 y 2) 
QT 
RT1 AS1 
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los que poder anclarse las enzimas de restricción requeridas para la clonación en el 
vector de expresión pGEX-KG y ser digerida la secuencia sin problemas. En caso 
contrario, dichos extremos eran tan cortos que no se producía la digestión. Con el fin de 
obtener grandes cantidades del plásmido pGEM-T con el inserto para realizar la 
digestión con las enzimas de restricción apropiadas, se transformaron bacterias de la 
estirpe XL1-Blue de E. coli con esta construcción. Una vez confirmada mediante PCR 
(apartado 3.2.2.), utilizando los cebadores GEX, la presencia en las bacterias 
transformadas de la región codificante de HAS1 se procedió a aislar y purificar al 
plásmido pGEM-T, para después digerirlo con las enzimas de restricción XbaI e 
HindIII. El fragmento resultante se aisló y purificó de gel (apartado 5.1) y se clonó 
direccionalmente en los sitios XbaI e HindIII del vector de expresión pGEX-KG. 
 El plásmido resultante se denominó pHAS1ex y se empleó, una vez purificado, 
en la transformación de la estirpe ER de E. coli, auxótrofa para la asparragina.  
El producto de amplificación, correspondiente a la región codificante del gen 
HAS2, fue aislado, purificado y clonado en el plásmido pGEM-T como se ha descrito 
antes. Posteriormente, dicha región codificante se extrajo por digestión con las enzimas 
de restricción EcoRI y XhoI. El fragmento resultante se aisló y purificó de gel (apartado 
5.1) y se clonó direccionalmente en los sitios EcoRI y XhoI del vector de expresión 
pGEX-KG. 
 El plásmido resultante se denominó pHAS2ex y se empleó, una vez purificado, 
en la transformación de la estirpe ER de E. coli, auxótrofa para la asparragina. 
 
20.2. Ensayo de complementación 
 La estirpe ER de E. coli se transformó con los plásmidos pGEX-KG (vector 
vacío usado como control), pHAS1ex y pHAS2ex. Posteriormente, se confirmó la 
presencia de los plásmidos pHAS1ex y pHAS2ex en las colonias obtenidas después de 
la transformación mediante amplificación con los cebadores GEX correspondientes. 
Aquellos transformantes que dieron resultados positivos se cultivaron en medio LB  con 
ampicilina (100 mg/ml) a 37ºC a 180 rpm durante la noche, para realizar con ellos los 
estudios de complementación. 
 Para los estudios de complementación se determinó la capacidad de crecimiento 
a 28ºC de la estirpe ER transformada con los plásmidos pHAS1ex y pHAS2ex en un 
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medio mínimo de bacterias (apartado 1.3.2) y en presencia de IPTG, inductor del 
plásmido pGEX-KG como se describe a continuación.   
 Se tomó 1 ml del cultivo en LB  con ampicilina de las estirpes transformadas con 
los diferentes plásmidos y se centrifugó a 9000 g durante 4 minutos. 
 A continuación se pasó a eliminar la asparragina presente en el medio LB. Para 
ello, se retiró el sobrenadante concienzudamente y se lavaron las células con 1 ml de 
medio mínimo (+) ampicilina (50 µg / ml) (+) IPTG (1mM). Se volvió a retirar el 
sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 ml del mismo medio. Seguidamente 
se hicieron unas diluciones de las células apropiadas con objeto de partir de la misma 
densidad óptica a 550 nm (∼ A550 = 0,1), y con éstas se inocularon 6 ml del siguiente 
medio: medio mínimo (+) ampicilina (50 µg / ml) (+) IPTG (1mM), dejándolos a 28ºC a 
180 rpm durante la noche. Se midió la A550 en un espectrofotómetro (Milton Roy, 
modelo Spectronic 601) a las 24 horas.  
 Como control de crecimiento bacteriano se utilizó la estirpe silvestre XL1-Blue 
de E. coli, sin transformar y como control de contaminación se empleó el medio de 
cultivo sin inóculo. 
 Finalmente, se realizaron estudios para ver el efecto de la temperatura de 
crecimiento sobre la complementación y determinar, de esta manera, la estabilidad 
térmica de la AS de girasol en comparación con la AS de E. coli. Estos estudios se 
llevaron a cabo a 20, 40 y 45ºC y se procedió de la misma manera que a 28ºC.   
 
21. INDUCCIÓN DE LAS PROTEÍNAS DE FUSIÓN GST-HAS1 Y GST-HAS2 
 Los plásmidos pHAS1ex y pHAS2ex presentan la característica de tener la 
región codificante de los genes HAS1 y HAS2 clonada en fase en el vector de expresión 
pGEX-KG (véase el apartado anterior). Por este motivo, dichas regiones también están 
clonadas en fase con el extremo carboxilo terminal de gen Sj26 de la GST (glutatión S-
transferasa), incluido en el vector de expresión, dando lugar a la formación de unas 
proteínas de fusión que se llamaron GST-HAS1 y GST-HAS2. 
 La inducción de las proteínas de fusión se llevó a cabo mediante el método 
descrito por Smith y Johnson (1988) modificado. Se realizó un cultivo de la estirpe 
XL1-Blue de E. coli transformada con los plásmidos pHAS1ex y pHAS2ex en LB 
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suplementado con ampicilina (100 mg/ml) y se mantuvo a 37ºC y con agitación durante 
toda la noche. Con veinte mililitros de dicho cultivo se inocularon 200 ml de medio LB 
suplementado con ampicilina (100 mg/ml). El nuevo cultivo se incubó con fuerte 
agitación (180 rpm) a 37ºC durante 1 hora hasta alcanzar un valor de A660 de alrededor 
de 0,7, medido en un espectrofotómetro (Milton Roy, modelo Spectronic 601). En ese 
momento se añadió IPTG al medio a una concentración final de 0,2 mM y se prosiguió 
con la incubación a 37ºC y con agitación durante 8 horas más, recogiendo muestras 
cada cierto tiempo. Las células contenidas en 1 ml de cultivo inducido se recogieron por 
centrifugación a 15000 g durante 5 minutos, se eliminó el sobrenadante y se guardaron a 
– 20ºC hasta su posterior fraccionamiento mediante electroforesis en gel de 
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) como se indica a continuación. Antes de la 
realización de la electroforesis, fue necesario descongelar y resuspender el precipitado 
de células con las proteínas inducidas en 100 µl de agua.  
 
22. ELECTROFORESIS DE PROTEÍNAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA 
CON SDS (SDS-PAGE) 
 Las proteínas se fraccionaron mediante electroforesis vertical en geles de 
poliacrilamida realizados según el procedimiento diseñado por Laemmli (1970), en el 
sistema Mini-Protean II Electroforesis Cell (BioRad). Para ello fue necesario la 
preparación de dos geles, el gel separador y el gel empaquetador. 
 Una vez montado el dispositivo de preparación y carga de geles, se prepararon 
en un tubo de ensayo 5 ml del gel separardor al 7,5 % (p/v) de Ac/Bis, como se indica 
en el apartado 1.2.10, de los que sólo se depositaron 3,5 ml como máximo entre los 
vidrios del dispositivo de preparación de geles. Se cubrió la superficie del gel separador 
con 150 µl de n-butanol saturado con agua, para mantenerla recta, y se dejó polimerizar 
a temperatura ambiente durante 45 minutos. Una vez pasado este tiempo, se eliminó 
todo el n-butanol, se enjuagó con agua y secó con papel de filtro la superficie del gel. A 
continuación, se prepararon en un tubo de ensayo 2 ml del gel empaquetador al 3,9 % 
(p/v) de Ac/Bis, como se indica en el apartado 1.2.10, y se rellenó el espacio restante 
entre los vidrios con la mezcla. Se colocó el peine y se dejó polimerizar el gel a 
temperatura ambiente durante 30 minutos. Una vez pasado este tiempo, se retiró el 
peine y se lavaron los pocillos con el tampón de electroforesis para SDS-PAGE  
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preenfriado a 4ºC. A continuación, el gel se dispuso en la cámara de electroforesis, se 
cubrió con el tampón de electroforesis para SDS-PAGE y se aplicaron de 5 a 10 µl de 
las muestras de proteínas, previamente diluidas, en proporción 1:1 (v/v), en el tampón 
de carga para SDS-PAGE (2x) e incubadas a 100ºC durante 5 minutos. La electroforesis 
se llevó a cabo a 200 V durante 40 minutos en una cámara refrigerada a 4ºC.  
 Finalizada la electroforesis, los geles se tiñeron por inmersión en una mezcla de 
Coomassie Brilliant Blue R 250 0,1%, metanol 40% y ácido acético 10% a temperatura 
ambiente durante 30 minutos. Para desteñir los geles se empleó la misma mezcla de 
disolventes sin el colorante. 
 
23. DETERMINACIONES ANALÍTICAS 
23.1. Determinación de clorofila 
 Se pesó aproximadamente 50 mg de material vegetal, previamente 
homogeneizado en un mortero con nitrógeno líquido y se transfirió a tubos de 2 ml 
enfriados. Se añadió 2 ml de acetona al 80% (v/v) a cada tubo y se agitó vigorosamente. 
A continuación, el contenido de cada tubo se transfirió a un tubo de 10 ml añadiendo 3 
ml más de acetona al 80% (v/v). Tras agitar la muestra, se mantuvieron los tubos a 4ºC 
durante 1 hora, protegidos de la luz, para la completa extracción de la clorofila. 
Finalmente, se determinó la absorbancia del extracto a 652 nm en un espectrofotómetro 
(Milton Roy, modelo Spectronic 601) tras clarificar por centrifugación a 3000 g a 4ºC 
durante 5 minutos. 
 El contenido en clorofila de los extractos se determinó empleando el coeficiente 
de extinción descrito por Arnon (1949) que equivale a 34,5 mg-1ml cm-1. 
 
23.2. Determinación de proteínas 
 Se pesó de 50 mg a 1 g de material vegetal, hojas o raíces, respectivamente, 
previamente homogeneizado en un mortero con nitrógeno líquido y se transfirió a tubos 
de 2 ml enfriados. Se añadió 200 µl ó 1 ml de tampón TE suplementado con β-
mercaptoetanol 10 mM según se partiera de hojas o de raíces. Tras agitar vigorosamente 
y dejar reposar unos segundos a temperatura ambiente, se centrifugaron las muestras a 
20000 g a 4ºC durante 15 minutos. La proteína contenida en el sobrenadante se 
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determinó por el método de Bradford (1976). Para ello se llevaron 5 µl del sobrenadante 
diluido 1/10 (v/v) en tampón TE o sin diluir (hojas o raíces, respectivamente) hasta un 
volumen final de 0,8 ml con tampón TE y se mezcló con 0,2 ml de reactivo de Bradford 
(BioRad), se agitó vigorosamente y tras esperar 10 minutos para el completo desarrollo 
del color se midió la absorbancia a 595 nm en un espectrofotómetro (Milton Roy, 
modelo Spectronic 601). Por comparación de la absorbancia obtenida con la de una 
recta patrón realizada con BSA (Sigma) se determinó la proteína total de las muestras. 
 
23.3. Determinación de azúcares solubles 
23.3.1. Obtención de extractos etanólicos 
 Se pesó y transfirió a tubos de tapón de rosca de 1,5 ml unos 100 mg de material 
vegetal previamente homogeneizado en un mortero con nitrógeno líquido. Los extractos 
etanólicos se obtuvieron en cuatro pasos de incubación a 80ºC durante 30 minutos del 
material vegetal homogeneizado, dos veces con 1 ml de etanol al 80% (v/v) tamponado 
con 5 mM de Hepes-KOH, pH 7,5, una vez con 1 ml de etanol al 50% (v/v) tamponado 
con 5 mM de Hepes-KOH, pH 7,5 y otra vez con 1 ml de agua. Entre cada paso los 
extractos fueron centrifugados a 14000 g durante 5 minutos y transferidos a tubos de 
tapón de rosca de 10 ml. Finalmente, se guardaron los extractos etanólicos a –20ºC 
hasta su posterior uso para la determinación de azúcares solubles y de aminoácidos. 
23.3.2. Determinación de azúcares solubles 
 El contenido de glucosa, fructosa y sacarosa de los extractos etanólicos se 
determinó enzimáticamente a través del NADPH formado y cuantificado a 339 nm en 
un espectrofotómetro (Beckman, modelo DU-7). 
 La mezcla de ensayo contenía, en un volumen final de 0,8 ml, 700 µl del 
siguiente tampón de ensayo: imidazol-HCl 0,1 M pH 6,9 / MgCl2 3 mM; NADP 0,5 
mM; ATP 1,5 mM y 0,5 U de glucosa-6-P deshidrogenasa (Sigma) y 100 µl de extracto 
etanólico. 
 Tras agitar y esperar una señal estable en el espectrofotómetro, se añadieron 
sucesivamente 1 U de hexoquinasa (Sigma), para la determinación de glucosa, 2 U de 
fosfoglucosa isomerasa (Sigma), para la determinación de fructosa, y 200 U de invertasa 
(Sigma), para determinar sacarosa, esperando entre cada adición enzimática a que se 
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hubiera alcanzado una absorbancia estable. La cantidad de NADP reducido tiene una 
estequiometría 1:1 con la glucosa y fructosa presentes en la muestra, y una relación 2:1 
con la sacarosa. Para el cálculo de la cantidad de NADP reducido se empleó un 
coeficiente de extinción milimolar de 6,3. 
 
23.4. Determinación de aminoácidos totales 
 Para la determinación de los aminoácidos totales presentes en los extractos 
etanólicos obtenidos según el apartado 23.3.1 se utilizó el método de la ninhidrina.   
 Se mezclaron 0,25 ml de los extractos etanólicos con 0,50 ml de agua y se les 
añadió 1 ml de la unión del reactivo I (ácido acético glacial, acetato de cadmio y agua) 
con el reactivo II (ninhidrina 1% (p/v) y acetona). La mezcla se incubó a 70ºC durante 
10 minutos y una vez enfriadas las muestras a temperatura ambiente, se midió la 
absorbancia a 570 nm en un espectrofotómetro (Milton Roy, modelo Spectronic 601). 
Por comparación de las absorbancias obtenidas con una recta patrón realizada con una 
mezcla de leucina y glutamina 1 mM se determinó el contenido de aminoácidos totales 
presentes en dichos extractos. 
  
23.5. Determinación de amonio  
 La determinación del amonio presente en los diferentes tejidos vegetales se llevó 
a cabo enzimáticamente a través del NADH reducido y cuantificado a 339 nm en un 
espectrofotómetro (Beckman, modelo DU-7). 
 Primeramente fue necesario obtener un extracto del material vegetal con ácido 
tricloroacético. Para ello se pesó y transfirió a tubos de tapón de rosca de 10 ml unos 
0,20 g de material vegetal, previamente homogeneizado en un mortero con nitrógeno 
líquido, al que se le añadió 2 ml de ácido tricloroacético al 2% (p/v). El extracto se 
mantuvo en hielo durante 15 minutos y transcurrido ese tiempo se recogió por 
centrifugación a 14000 g a 4ºC durante 10 minutos. El sobrenadante se transfirió a tubos 
limpios. Seguidamente, a 100 µl de dicho sobrenadante se le añadieron 700 µl del 
siguiente tampón de ensayo: trietanolamina-HCl 150 mM, pH 8,0; α-oxoglutarato 10 
mM; ADP 0,6 mM y NADH 0,2 mM. La mezcla se agitó y se introdujo en el 
espectrofotómetro, donde se procedió a seguir la cinética de la reacción midiendo la 
Mª Begoña Herrera Rodríguez                                                                           MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
 74
absorbancia a 339 nm. Una vez estabilizada la señal se añadió a la mezcla 6 U de 
glutamato deshidrogenasa (Sigma) y se continuó tomando medidas de absorbancia. 
 La concentración de amonio en las muestras se calculó viendo el descenso en 
los valores de absorbancia a 339 nm obtenidos durante los 15 minutos que duró la 
reacción y comparándolos con una curva patrón realizada con diferentes 
concentraciones de cloruro amónico. La cantidad de NADH reducido tiene una 
estequiometría 1:1 con el amonio presente en la muestra. Para el cálculo de la cantidad 
de NADH reducido se empleó un coeficiente de extinción milimolar de 6,3.  
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1. AISLAMIENTO Y CARACTERIZACIÓN DE TRES cDNA QUE CODIFICAN 
ASPARRAGINA SINTETASAS EN EL GIRASOL 
1.1. Obtención de los cDNA completos de los genes HAS1, HAS1.1 y HAS2  
 A partir de la secuencia de pequeños fragmentos del extremo 3’ de los genes 
HAS1, HAS1.1 y HAS2, que codifican asparragina sintetasas en el girasol (Carrasco 
Ballesteros, 2000), se sintetizaron cebadores específicos de gen para amplificar los 
extremos 5’ correspondientes y obtener los cDNA completos mediante el método 5’-
RACE como se muestra en la Figura 3. Los cebadores específicos fueron: 3GS1 (HAS1), 
3GS11 (HAS1.1) y 3GS2 (HAS2). La posición de estos cebadores en el cDNA se muestra 
en las Figuras 4, 5 y 6. Los cebadores 3’ específicos de gen se emparejaron con el 
cebador del extremo 5’ AP1, proporcionado por el kit de Marathon (Materiales y 
Métodos, apartado 13). La amplificación se llevó a cabo partiendo del cDNA obtenido 
de hojas de plantas adaptadas a la oscuridad en el caso de HAS1 y HAS1.1, y del 
obtenido de cotiledones de semillas en germinación en el caso de HAS2. Estos tejidos 
fueron seleccionados por contener cantidades considerables de transcritos de los genes 
buscados.  
Para incrementar la especificidad de la amplificación se realizó, sobre el 
producto de la primera PCR, una nueva amplificación utilizando los cebadores 
específicos internos: 3GS1n (HAS1), 3GS11n (HAS1.1) y 3GS2n (HAS2) (Figs. 4, 5 y 6) 
junto con el cebador del extremo 5’ AP2, interno a AP1. A continuación, los 
fragmentos amplificados, de un tamaño que osciló entre 1700 (HAS2) y 1900 pb (HAS1 
o HAS1.1), se aislaron de gel y se clonaron en el plásmido pBSK- (Materiales y 
Métodos, apartados 5.1 y 9.2.1).  
Al menos dos clones de cada uno de los fragmentos amplificados fueron aislados 
y secuenciados utilizando los cebadores “forward” (5’- ACT GGC CGT CGT TTT AC-
3’) y “reverse” (5’- AAC AGC TAT GAC CAT G-3’), que se unen a ambos lados del 
sitio de clonación en el plásmido pBSK-. Para completar la secuenciación iniciada con 
los cebadores “forward” y “reverse”, se diseñaron y emplearon cebadores específicos de 
regiones internas de los cDNA. Para completar la secuenciación del gen HAS1 se 
empleó el cebador del extremo 5’ HAS1S5 (5’- ACC GGG ACA TTT GTA-3’) y del 
extremo 3’ HAS1S3 (5’- TGG AAC TCT TCC TTG TT-3’). Para completar la 
secuenciación del gen HAS2 se empleó el cebador del extremo 5’ HAS2S5 (5’- TTG
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                               M  C  G  I  L  A  V  L  G  C  S  D  D  S  Q  A  K            
         CGACCTCGTTTTACGGCAATCATGTGTGGAATACTTGCTGTCTTGGGTTGCTCCGACGACTCTCAGGCCAAA  72                 
          R  V  R  V  L  E  L  S  R  R  L  K  H  R  G  P  D  W  S  G  L  Y  Q  H            
         CGGGTCCGGGTCCTCGAGCTTTCTCGCAGATTGAAGCATCGGGGACCTGACTGGAGCGGGTTGTACCAGCAC  144                
          G  D  N  Y  L  S  H  Q  R  L  A  I  I  D  P  A  S  G  D  Q  P  L  F  N            
         GGTGATAATTATCTTTCGCATCAGCGCCTTGCTATTATCGACCCTGCTTCTGGGGATCAACCGCTTTTTAAC  216                
          E  D  Q  T  I  V  V  T  V  N  G  E  I  Y  N  H  E  E  L  R  K  R  L  T            
         GAAGATCAGACGATCGTTGTAACGGTCAACGGCGAGATATACAACCACGAGGAGCTCCGGAAAAGATTGACC  288                
          A  A  G  H  K  F  R  T  G  S  D  C  D  V  I  A  H  L  Y  E  E  H  G  E            
         GCAGCCGGTCACAAGTTCCGAACCGGCAGCGATTGCGATGTTATCGCGCATTTATATGAAGAACACGGGGAA  360                
          D  F  V  D  M  L  D  G  M  F  S  F  V  L  L  D  T  R  N  N  T  Y  I  A            
         GATTTCGTCGATATGCTCGACGGAATGTTCTCGTTTGTGTTGTTGGATACGCGCAACAACACGTACATTGCT  432                
          A  R  D  A  I  G  I  T  S  L  Y  I  G  W  G  L  D  G  S  V  W  I  S  S            
         GCCCGTGATGCTATCGGGATCACATCGCTCTACATCGGTTGGGGACTCGATGGTTCTGTTTGGATATCATCA  504                
          E  L  K  G  L  N  D  D  C  E  H  F  E  V  F  P  P  G  H  L  Y  S  S  K            
         GAACTAAAAGGTTTAAATGATGATTGTGAACATTTTGAGGTGTTTCCACCGGGACATTTGTATTCCAGCAAA  576                 
          T  G  G  F  K  R  W  Y  N  P  L  W  F  A  E  T  I  P  S  T  P  Y  D  P            
         ACGGGCGGGTTTAAACGGTGGTACAACCCGCTGTGGTTTGCGGAGACTATCCCGTCTACACCTTATGACCCG  648                
          L  V  L  R  C  A  F  E  N  A  V  I  K  R  L  M  T  D  V  P  F  G  V  L            
         CTTGTTCTTCGGTGCGCGTTTGAAAATGCTGTGATTAAGCGGTTGATGACCGATGTCCCGTTTGGGGTTTTG  720                 
          L  S  G  G  L  D  S  S  L  V  A  S  I  T  A  R  Y  L  A  G  T  K  A  A            
         TTATCGGGAGGGCTGGACTCGTCGCTGGTGGCGTCGATTACTGCTCGTTACCTGGCGGGTACGAAAGCGGCT  792                
          K  Q  W  G  A  Q  L  H  S  F  C  V  G  L  E  G  S  P  D  L  K  A  A  R            
         AAGCAGTGGGGAGCTCAGCTCCATTCGTTTTGTGTCGGGCTTGAGGGTTCGCCGGATCTCAAGGCGGCACGA  864                
          E  V  A  D  Y  L  G  T  V  H  H  E  F  H  F  T  V  Q  D  G  I  D  A  I            
         GAAGTAGCCGATTATTTGGGAACCGTTCATCACGAGTTCCACTTCACTGTTCAGGATGGAATTGATGCAATA  936                
          E  D  V  I  Y  H  I  E  T  Y  D  V  T  T  I  R  A  S  T  P  M  F  L  M            
         GAAGATGTGATTTACCATATCGAGACATACGATGTGACGACAATCCGGGCTAGCACGCCCATGTTCCTGATG  1008               
          S  R  K  I  K  S  L  G  V  K  M  V  I  S  G  E  G  S  D  E  I  F  G  G            
         TCGCGAAAGATCAAGTCTCTCGGCGTGAAGATGGTCATCTCGGGTGAAGGCTCGGACGAGATCTTTGGTGGG  1080               
          Y  L  Y  F  H  K  A  L  N  R  E  E  F  H  Q  E  T  C  R  K  I  K  A  L            
         TACTTGTACTTCCACAAGGCACTCAACAGGGAAGAGTTCCATCAAGAAACTTGTCGCAAGATCAAAGCGCTT  1152               
          H  Q  Y  D  C  L  R  A  N  K  S  T  S  A  W  G  L  E  A  R  V  P  F  L            
         CATCAATATGATTGCTTGAGAGCAAACAAGTCGACATCCGCGTGGGGGTTGGAAGCCCGAGTCCCCTTTTTA  1224               
          D  K  E  F  I  N  V  A  M  S  I  D  P  E  A  K  M  I  N  M  D  Q  K  R            
         GACAAAGAGTTCATCAATGTGGCCATGAGCATCGACCCGGAAGCCAAAATGATCAACATGGATCAGAAACGG  1296               
          I  E  K  W  V  L  R  R  A  F  E  D  E  E  H  P  Y  L  P  K  H  I  L  Y            
         ATCGAGAAATGGGTACTTAGACGGGCTTTTGAGGACGAAGAGCATCCGTATTTACCAAAGCATATTTTGTAT  1368               
          R  Q  K  E  Q  F  S  D  G  V  G  Y  S  W  I  D  G  L  K  A  H  A  E  L            
         AGACAAAAAGAACAGTTTAGTGACGGAGTTGGGTATAGCTGGATCGACGGGCTCAAAGCTCACGCTGAACTA  1440               
          H  V  T  D  K  M  M  L  H  A  E  H  I  F  P  H  N  T  P  V  T  K  E  A            
         CACGTAACAGACAAGATGATGCTTCATGCCGAACACATCTTCCCTCACAACACGCCGGTCACAAAAGAAGCC  1512               
          Y  Y  Y  R  M  I  F  E  R  L  F  P  Q  N  S  A  K  L  T  V  P  G  G  A            
         TACTATTACCGAATGATCTTTGAGCGGCTTTTCCCTCAGAATTCGGCTAAGTTGACCGTCCCGGGTGGAGCC  1584                
          S  I  A  C  S  T  A  K  A  I  E  W  D  A  S  W  S  N  N  L  D  P  S  G            
         AGTATAGCTTGCAGCACCGCAAAGGCCATCGAGTGGGACGCGTCTTGGTCTAACAATCTGGACCCCTCAGGC  1656               
          R  A  A  L  G  A  H  N  A  A  Y  K  K  N  M  G  P  V  G  Q  V  K  L  G            
         AGGGCTGCACTTGGAGCCCATAATGCTGCTTACAAGAAGAACATGGGTCCGGTCGGTCAAGTTAAGTTAGGA  1728               
          P  N  I  I  D  N  V  P  R  M  M  D  I  S  A  S  E  L  V  I  Q  G  *  
         CCAAACATTATTGACAACGTGCCACGGATGATGGATATCTCTGCTTCCGAACTCGTGATTCAGGGCTAGCGG  1800               
         CTTACCATTGTATAAGTTATCTGTGTTTGTTATTAAGATATGTTGGTTGTTAGTTACTTGTTTTGTTTTGAG  1872               
         TTATGTATAACTATTAAGTCAAATGTATTGTTATGTAAGCATTGGCTTTTAAATAAATTTGTTTTTTAGTAA  1944               
         AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA                                               1971         
                                             
 
HAS1S5 
HAS1S3 
3GS1 
3GS1n 
Figura 4. Secuencia nucleotídica y aminoacídica de la proteína deducida del cDNA de 
HAS1. Los codones de inicio y terminación se muestran en negrita. La posición de los cebadores 
empleados en la obtención del extremo 5’, 3GS1 y 3GS1n, se indica con flechas en diferentes 
tonos de verde y la de los cebadores empleados en la secuenciación del cDNA, HAS1S5 y 
HAS1S3, con flechas en azul. 
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                                                         M  C  G  I  L  A  L  L            
        ATCATCTTCTTCATAAAAACTTGTAACCTGTGCATTGCTAGTTGTACCATGTGTGGAATTCTAGCTTTGTTG  72                  
         G  C  S  D  D  S  Q  A  K  R  F  R  V  L  E  L  S  R  R  L  K  H  R  G            
        GGTTGCTCCGATGATTCTCAAGCCAAAAGGTTTCGTGTCCTCGAGCTTTCTCGCAGATTGAAGCACCGTGGG  144                 
         P  D  W  S  G  L  Y  Q  H  G  D  N  Y  L  S  H  Q  R  L  A  V  I  D  P            
        CCGGATTGGAGTGGGTTATATCAGCACGGTGATAATTATTTATCGCATCAACGTCTCGCGGTTATCGATCCG  216                 
         A  S  G  D  Q  P  L  Y  N  E  D  E  T  V  V  V  T  V  N  G  E  I  Y  N            
        GCTTCGGGTGATCAGCCTCTTTATAATGAGGATGAAACGGTTGTTGTAACGGTTAATGGTGAGATATATAAT  288                 
         H  M  E  L  R  E  K  L  M  G  H  K  F  K  T  G  S  D  C  D  V  I  A  H            
        CATATGGAGCTCCGGGAAAAGTTGATGGGTCACAAGTTTAAAACCGGGAGCGATTGTGACGTTATCGCGCAT  360                 
         L  Y  E  E  H  G  E  N  F  V  D  M  L  D  G  M  F  S  F  V  L  L  G  T            
        TTATATGAAGAACATGGGGAAAATTTTGTCGATATGTTGGATGGAATGTTTTCGTTTGTGTTATTGGGCACA  432                
         R  D  N  S  Y  L  V  A  R  D  A  I  G  I  T  S  L  Y  I  G  W  G  L  D            
        CGCGATAACAGTTACCTCGTTGCTCGTGATGCTATCGGGATCACTTCGCTCTACATTGGTTGGGGACTCGAT  504                 
         G  S  V  L  I  S  S  G  L  K  G  L  N  D  D  C  E  H  F  E  V  F  L  A            
        GGTTCGGTTTTGATTTCATCGGGACTAAAAGGTTTAAATGATGATTGTGAGCATTTTGAGGTGTTTCTCGCG  576                 
         G  H  L  Y  S  S  K  I  R  G  F  R  R  W  Y  N  L  P  W  F  S  E  S  I            
        GGACACTTGTACTCTAGCAAAATCAGGGGGTTTAGGCGGTGGTACAATCTCCCGTGGTTCTCGGAGAGTATC  648                 
         P  S  T  P  Y  D  P  L  V  L  R  C  A  F  E  N  A  V  I  K  R  L  M  T            
        CCATCGACACCGTATGATCCACTTGTTCTACGATGTGCGTTTGAAAACGCGGTGATTAAACGGCTAATGACG  720                 
         D  V  P  F  G  V  L  L  S  G  G  L  D  S  S  L  V  A  S  V  T  A  R  H            
        GATGTGCCCTTTGGTGTTCTCTTATCGGGTGGGCTAGACTCGTCGTTGGTCGCATCTGTTACGGCCCGTCAC  792                 
         L  A  G  S  K  A  A  K  Q  W  G  A  Q  L  H  S  F  C  V  G  L  E  G  S            
        TTGGCTGGTTCGAAAGCCGCGAAGCAATGGGGAGCTCAACTACATTCATTTTGTGTTGGCCTTGAGGGCTCC  864                 
         P  D  L  K  A  A  R  E  V  A  D  Y  L  G  T  L  H  H  E  F  H  F  T  V            
        CCGGATCTCAAGGCGGCTAGAGAGGTAGCCGATTATTTAGGAACCCTTCATCACGAATTCCACTTCACCGTA  936                 
         Q  D  G  I  D  A  I  E  D  V  I  Y  H  I  E  T  Y  D  V  T  T  I  R  A            
        CAGGATGGTATTGATGCAATAGAAGATGTGATATACCATATCGAGACATACGATGTGACAACGATCCGGGCT  1008                
         S  T  P  M  F  L  M  S  R  K  I  K  S  L  G  V  K  M  V  I  S  G  E  G            
        AGCACGCCTATGTTTCTCATGTCCCGAAAGATCAAATCTCTCGGCGTGAAAATGGTCATCTCCGGTGAAGGC  1080                
         S  D  E  I  F  G  G  Y  L  Y  F  H  K  A  P  N  K  E  E  F  H  Q  E  T            
        TCGGACGAGATATTTGGCGGGTACTTATACTTTCACAAGGCACCCAACAAGGAAGAGTTCCATCAAGAAACC  1152                
         C  R  K  I  K  A  L  H  Q  Y  D  C  L  R  A  N  K  S  T  S  A  W  G  L            
        TGTCGAAAGATCAAAGCCCTTCATCAATACGATTGCTTGCGAGCCAATAAGTCGACATCCGCTTGGGGTTTG  1224                
         E  A  R  V  P  F  L  D  K  E  F  I  N  V  A  M  S  I  D  P  E  A  K  M            
        GAAGCCCGAGTCCCCTTTTTGGATAAAGAGTTCATCAATGTGGCCATGAGCATCGACCCTGAAGCGAAAATG  1296        
         I  N  M  D  Q  K  R  I  E  K  W  I  L  R  R  A  F  D  D  E  E  K  P  Y            
        ATCAATATGGATCAAAAACGGATCGAGAAATGGATCCTTAGACGGGCTTTTGATGATGAAGAAAAACCGTAT  1368                
         L  P  K  H  I  L  Y  R  Q  K  E  Q  F  S  D  G  V  G  Y  S  W  I  D  G            
        CTGCCTAAGCATATTTTGTATAGACAGAAAGAACAGTTTAGCGATGGAGTCGGATATAGCTGGATTGATGGA  1440                
         L  K  S  H  A  E  Q  H  V  T  N  K  M  M  L  N  A  E  R  I  F  P  H  N            
        CTCAAATCTCATGCCGAACAACACGTAACCAACAAAATGATGCTTAATGCCGAGCGTATTTTCCCTCACAAC  1512                
         T  P  V  T  K  E  A  Y  Y  Y  R  M  I  F  E  R  F  F  P  Q  N  S  A  K            
        ACACCTGTCACGAAAGAAGCTTACTATTACCGAATGATATTCGAGCGGTTTTTCCCTCAGAATTCGGCTAAG  1584                
         L  T  V  P  G  G  A  S  V  A  C  S  T  A  K  A  I  E  W  D  A  S  W  S            
        TTGACTGTCCCGGGTGGAGCAAGCGTGGCTTGCAGCACTGCAAAAGCAATCGAGTGGGACGCTTCTTGGTCA  1656                
         N  N  L  D  P  S  G  R  A  A  L  G  V  H  N  A  A  Y  K  K  N  S  G  S            
        AACAACCTTGACCCGTCGGGAAGGGCTGCACTCGGGGTCCATAATGCTGCATACAAGAAGAACTCGGGTTCG  1728                
         I  S  S  A  N  L  A  P  S  I  A  D  N  V  P  R  M  M  D  I  T  G  P  E            
        ATTAGTTCGGCAAACTTAGCACCAAGCATCGCTGACAACGTGCCACGGATGATGGATATTACGGGTCCTGAA  1800                
         L  V  I  R  S  *  
        CTCGTGATTCGGAGTTAACGGTTTATGGTTGAATAAAATAGACGAGTCGCAACGTGTTTTTATGATGTGTTG  1872                
        GTTGCTAGCTCGTTAGTAACTCGATGTATAGCTTGGTTTCTTGGAAAATGTTGTTATTCCAGTAGTTCGTCA  1944                
        TGTGCATAAATAATCGGCAAATAAATAAAATTATGAAGGAACGTTATATATTTTCAGACGATTGATTACACC  2016                
        TAAAAAAAAAAAAAAAAAA                                                       2035   
                                     
 
HAS1S3 
3GS11 
 3GS11n 
Figura 5. Secuencia nucleotídica y aminoacídica de la proteína deducida del cDNA de 
HAS1.1. Los codones de inicio y terminación se muestran en negrita. La posición de los 
cebadores empleados en la obtención del extremo 5’, 3GS11 y 3GS11n , se indica con flechas en 
diferentes tonos de verde y la del cebador empleado en la secuenciación del cDNA, HAS1S3, con 
una flecha en azul. 
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                                                                                T  1
                                  M  C  G  I  L  A  V  F  G  C  V  D  C  S  Q  A
         GGTTTTCATTATCTGCCAGCCGCCATGTGTGGAATACTCGCCGTTTTCGGTTGTGTCGATTGCTCTCAGGCT  73
          K  R  A  R  I  L  E  L  S  S  R  L  R  H  R  G  P  D  W  S  G  L  H  S
         AAACGGGCCAGAATCCTTGAACTCTCTTCACGGTTGCGCCATAGAGGTCCCGACTGGAGTGGGCTGCACAGC  145
          E  E  D  C  Y  L  A  H  Q  R  L  A  I  V  D  P  A  S  G  D  Q  P  L  Y
         GAAGAAGACTGTTATCTTGCTCATCAGCGTTTAGCGATCGTCGACCCTGCTTCTGGAGATCAACCGCTTTAT  217
          N  E  D  K  S  I  I  V  T  V  N  G  E  I  Y  N  H  K  E  F  R  E  Q  L
         AATGAAGACAAATCGATCATCGTCACAGTGAACGGGGAGATTTACAACCATAAAGAGTTTAGGGAACAACTG  289
          K  S  H  K  F  N  T  G  S  D  C  E  V  I  A  H  L  Y  E  E  H  G  E  D
         AAGTCTCATAAGTTCAATACCGGAAGCGACTGTGAAGTGATCGCCCATCTTTATGAAGAACATGGAGAAGAC  361
          F  V  H  M  L  D  G  M  F  S  F  V  L  L  D  T  R  N  K  S  Y  I  A  A
         TTTGTGCATATGTTGGATGGAATGTTCTCCTTTGTGCTTCTCGACACTCGCAATAAAAGTTACATAGCAGCG  433
          R  D  A  I  G  I  T  P  L  Y  I  G  W  G  L  D  G  S  V  W  F  A  S  E
         AGGGACGCGATCGGGATCACTCCACTTTACATCGGTTGGGGCCTCGATGGTTCAGTGTGGTTTGCATCGGAA  505
          M  K  A  L  S  D  D  C  E  Q  F  M  S  F  L  P  G  H  I  Y  S  S  K  N
         ATGAAGGCGTTGAGTGATGATTGTGAACAGTTTATGTCGTTCCTTCCTGGGCACATATATTCTAGCAAAAAC  577
          G  G  L  R  R  W  Y  N  P  P  W  W  S  E  L  V  P  S  T  P  Y  D  P  L
         GGTGGGCTGAGACGGTGGTATAACCCCCCATGGTGGTCAGAACTCGTTCCGTCAACTCCATATGATCCCCTT  649
          V  L  R  N  A  F  E  K  A  V  I  K  R  L  M  T  D  V  P  F  G  V  L  L
         GTTCTACGCAACGCGTTTGAGAAGGCTGTGATTAAAAGACTTATGACCGATGTCCCCTTCGGTGTTCTTCTT  721
          S  G  G  L  D  S  S  L  V  A  A  V  A  S  R  H  L  V  D  S  E  A  Y  C
         TCCGGAGGCCTTGATTCGTCTCTCGTTGCCGCTGTTGCTTCACGTCATCTCGTTGATTCGGAAGCTTATTGC  793
          Q  W  G  S  Q  L  H  T  F  C  I  G  L  K  G  S  P  D  L  V  A  A  R  E
         CAGTGGGGATCGCAGTTGCATACTTTTTGCATCGGATTGAAGGGTTCTCCTGATTTGGTTGCTGCCAGAGAG  865
          V  A  D  Y  L  G  T  R  H  H  E  F  Y  F  T  V  Q  E  G  I  D  A  L  E
         GTAGCTGATTATCTTGGCACTCGCCACCATGAGTTCTACTTTACGGTTCAGGAAGGAATTGATGCGCTTGAG  937
          E  V  I  Y  H  I  E  T  Y  D  V  T  T  I  R  A  S  T  P  M  F  L  M  S
         GAGGTGATTTACCATATCGAAACCTATGATGTAACCACCATTAGAGCTAGCACACCAATGTTTCTCATGTCG  1009
          R  K  I  K  S  L  G  V  K  M  V  L  S  G  E  G  S  D  E  I  F  G  G  Y
         CGCAAAATCAAGTCTTTGGGTGTAAAAATGGTTCTTTCCGGTGAAGGATCGGATGAAATATTTGGTGGTTAC  1081
          L  Y  F  H  K  A  P  N  K  E  E  F  H  E  E  T  C  R  K  I  K  A  L  H
         TTGTATTTCCACAAGGCTCCAAACAAGGAAGAGTTTCATGAAGAAACATGTAGAAAGATCAAGGCTCTTCAT  1153
          L  Y  D  C  L  R  A  N  K  S  T  S  A  W  G  L  E  A  R  V  P  F  L  D
         TTGTACGATTGCTTGAGGGCAAATAAGTCCACATCAGCATGGGGTCTTGAGGCGCGTGTGCCTTTTCTCGAT  1225
          K  E  F  I  N  V  A  M  S  I  D  P  K  W  K  M  I  D  R  D  N  G  R  I
         AAGGAGTTCATTAACGTTGCAATGAGCATTGACCCAAAGTGGAAGATGATTGACCGTGATAATGGGAGGATT  1297
          E  K  W  V  L  R  N  A  F  D  D  D  E  K  P  Y  L  P  K  H  I  L  Y  R
         GAGAAATGGGTGTTGCGCAACGCGTTCGATGATGACGAGAAGCCGTATCTGCCAAAGCATATATTATACAGG  1369
          Q  K  E  Q  F  S  D  G  V  G  Y  S  W  I  D  G  L  R  D  H  A  N  K  Q
         CAAAAGGAACAGTTCAGTGACGGAGTTGGATACAGCTGGATCGATGGGTTGAGGGATCACGCAAACAAACAG  1441
          V  T  D  S  M  L  A  N  A  N  F  V  Y  P  E  N  T  P  A  T  K  E  A  Y
         GTTACCGATTCGATGCTAGCAAATGCAAACTTTGTTTATCCTGAAAACACCCCTGCAACTAAAGAAGCGTAC  1513
          Y  Y  R  K  I  F  E  K  F  F  P  K  N  A  A  R  L  T  V  P  G  G  P  S
         TACTATCGCAAAATCTTTGAAAAGTTCTTCCCCAAGAATGCTGCAAGGTTAACGGTTCCAGGGGGTCCAAGT  1585
          V  A  C  S  T  A  K  A  V  E  W  D  A  S  W  S  K  N  L  D  P  S  G  R
         GTGGCATGCAGCACGGCTAAGGCGGTAGAGTGGGATGCATCGTGGTCCAAAAATCTTGACCCGTCGGGCCGA  1657
          A  A  L  G  V  H  A  A  A  Y  E  D  A  K  *
         GCTGCTCTTGGGGTTCATGCAGCGGCCTACGAAGACGCCAAGTGAATCTGGTTAATGATGGCAGTCAGTTTA  1729
         GTTGTTTTTGGTTCATCTGTTTGGTGATGGGAATAAGAGTAGAGGAATGAAATAAAAATGTGAAAATGATTG  1801
         TTTCAAATTCCAAAATACCTCTCTTATTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAA                         1850
HAS2S5
HAS2S3
3GS2
3GS2n
Figura 6. Secuencia nucleotídica y aminoacídica de la proteína deducida del cDNA de 
HAS2. Los codones de inicio y terminación se muestran en negrita. La posición de los cebadores 
empleados en la obtención del extremo 5’, 3GS2 y 3GS2n, se indica con flechas en diferentes 
tonos de verde y la de los cebadores empleados en la secuenciación del cDNA, HAS2S5 y 
HAS2S3, con flechas en azul. 
TGC ATA TGT TGG A-3’) y del extremo 3’ HAS2S3 (5’- ATT TCA TCC GAT CCT 
T-3’) y para terminar de secuenciar el gen HAS1.1 se emplearon los cebadores del 
extremo 3’ 3GS11n y HAS1S3. La posición de estos cebadores en el cDNA se muestra 
en las Figuras 4, 5 y 6. 
Una vez obtenidas las secuencias de los extremos 5’ de los tres cDNA, se 
reconstruyeron los cDNA completos por solapamiento entre éstas y las secuencias de 
los extremos 3’ ya conocidas. 
En cada uno de estos cDNA se han identificado los codones de inicio y 
terminación de la traducción. Ésto indica que las secuencias reconstruidas comprenden 
la región codificante completa de los genes HAS1, HAS1.1 y HAS2, además de regiones 
no traducidas de los extremos 5’ y 3’ (Figs. 4, 5 y 6). Partiendo de las secuencias 
completas de los cDNA se diseñaron nuevos cebadores específicos de gen, 
denominados GEX, contra secuencias situadas en los extremos de cada cDNA 
(Materiales y Métodos, apartado 14). La reacción de PCR con estos cebadores permitió 
la amplificación directa de los cDNA completos de HAS1 y HAS2. Las secuencias de 
los cDNA amplificados directamente coincidieron con las de los reconstruidos, lo que 
nos permitió descartar la posibilidad de que los cDNA reconstruidos fueran híbridos de 
extremos 5’ y 3’ de genes diferentes. 
La secuencia de nucleótidos y aminoácidos deducida de los cDNA de HAS1, 
HAS1.1 y HAS2 se muestra en las Figuras 4, 5 y 6. En la Tabla IV se muestran un 
conjunto de parámetros bioquímicos y moleculares básicos que se deducen de las 
secuencias que codifican las asparragina sintetasas de girasol. 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla IV. Resumen de las características de las secuencias que codifican las asparragina 
sintetasas de girasol. A. Características de los cDNA de los tres genes AS de girasol. B. 
Características de los polipéptidos deducidos a partir de las secuencias de los cDNA del 
apartado A. 
 
A. 
 
        Nombre           Longitud           Posición de los codones           Longitud de la                    Nº de acceso 
        del gen             del cDNA          de inicio/terminación              región codificante               en GenBank 
 
 
       HAS1              1971 pb                   22 / 1797                           1773 pb                       AF 190728 
     HAS1.1             2035 pb                   49 / 1818                           1767 pb                       AF 263432 
      HAS2               1850 pb                   26 / 1702                           1674 pb                       AF 190729 
 
 
B. 
  
      
       Nombre del         Longitud del         Peso                   Punto                  Carga neta         Región C-terminal 
       polipéptido          polipéptido           molecular          isoeléctrico         a pH 7,0              variable 
 
 
         HAS1                 591 aa              66,4 kDa             6,24                  -10,14                     SI 
         HAS1.1              589 aa              66,2 kDa             6,44                  -6,48                       SI 
         HAS2                 558 aa              63,2 kDa             6,11                  -10,04                     NO 
 
 
 
1.2. Análisis de las secuencias de los genes HAS1, HAS1.1 y HAS2 
1.2.1. Alineamientos de secuencias y análisis comparativo 
 La comparación de los cDNA de HAS1, HAS1.1 y HAS2 mostró una elevada 
identidad de secuencia en la región codificante de los tres genes (Fig. 7). No obstante, 
las secuencias derivadas de los genes HAS1 y HAS1.1, muy parecidas entre sí (80,42% 
de homología), difirieron de la secuencia del gen HAS2 no sólo en identidad de 
secuencia (67,78% y 67,19%, respectivamente) sino en la posición del codón de 
terminación de la traducción. La secuencia de HAS2 tiene el codón de terminación de la 
traducción situado 89 nucleótidos antes que las de HAS1 y HAS1.1 (Figs. 7 y 8). Las 
discrepancias entre los genes HAS1 y HAS1.1 se concentraron en la región 3’ no 
traducida (Figs. 7 y 8).  
 
 
  
 
 
 
 
 
 
         1701                                              1750 
 HAS1    CCATAATGCT GCTTACAAGA AGAACATGGG TCCGGTCGGT CAAGTTAAGT 
 HAS1.1  CCATAATGCT GCATACAAGA AGAACTCGGG TTCGATTAGT TCGGCAAACT 
 HAS2    TCATGCAGCG GCCTACGAAG ACGCCAAGTG .AATCTGGTT AATGATGGCA 
 
         1751                                              1800 
 HAS1    TAGGACCAAA CATTATTGAC AACGTGCCAC GGATGATGGA TATCTCTGCT 
 HAS1.1  TAGCACCAAG CATCGCTGAC AACGTGCCAC GGATGATGGA TATTACGGGT 
 HAS2    GTCAGTTTAG TTGTTTTTGG TTCATCTGTT TGGTGATGGG AATAAGAGTA 
 
         1801                                              1850 
 HAS1    TCCGAACTCG TGATTCAGGG CTAGCGGCTT ACCATTGTAT AAGTTATCTG 
 HAS1.1  CCTGAACTCG TGATTCGGAG TTAACGGTTT ATGGTTGAAT AAAATAGACG 
 HAS2    GAGGAATGAA ATAAAAATGT GAAAATGATT GTTTCAAATT CCAAAATACC 
 
         1851                                              1900 
 HAS1    TGTTTGTTAT TAAGAT..AT GTTGGTTGTT AGTTACTTGT TTTGTTTTGA 
 HAS1.1  AGTCGCAACG TGTTTTTATG ATGTGTTGGT TGCTAGCTCG TTAGTAACTC 
 HAS2    TCTCTTATTT TTAAAAAAAA AAAAAAAAAA ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ 
 
         1901                                              1950 
 HAS1    GTTATGTATA ACTATTAAGT CAAATGTATT GTTATGTAAG CATTGGCTTT 
 HAS1.1  GATGTATAGC TTGGTTTCTT GGAAAATGTT GTTATTCCAG TAGTTCGTCA 
 HAS2    ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ 
 
         1951                                              2000 
 HAS1    TAAATAAATT TGTTTTTTAG TAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 
 HAS1.1  TGTGCATAAA TAATCGGCAA ATAAATAAAA TTATGAAGGA ACGTTATATA 
 HAS2    ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ 
 
         2001                                     2041 
 HAS1    ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~ 
 HAS1.1  TTTTCAGACG ATTGATTACA CCTAAAAAAA AAAAAAAAAA A 
 HAS2    ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~~~~~~~~~~ ~ 
 
 
 
 
Figura 8. Alineamiento de las secuencias del extremo 3’ de los cDNA de los genes 
HAS1, HAS1.1 y HAS2. La flecha indica el comienzo de la región variable. Los codones 
de terminación funcionales aparecen sombreados. Con un recuadro se marca un posible 
codón de terminación ancestral. Las secuencias implicadas en el control de la 
poliadenilación están en fucsia (“far upstream elements”, FUE) o en azul (“near upstream 
elements”, NUE).  
 
 
 
 
En las regiones 3’ no traducidas de los cDNA de cada uno de los genes se 
identificaron secuencias cis que controlan la poliadenilación de los correspondientes 
mensajeros. En las plantas, las señales de poliadenilación consisten en una combinación 
de tres elementos (Hunt, 1994; Li y Hunt, 1997), los elementos cercanos, NUE (“near 
upstream element”), los elementos lejanos, FUE (“far upstream element”) y los 
dinucleótidos que marcan el sitio de poliadenilación (CS). En los cDNA de HAS1, 
HAS1.1 y HAS2 se encontraron elementos cercanos que coinciden con la secuencia de 
poliadenilación más universal AATAAA (Fig. 8). En la secuencia del cDNA de HAS1.1 
se hallaron dos elementos cercanos que sugieren la existencia de dos sitios de 
poliadenilación alternativos. A una distancia de 12 (HAS1), 179 y 47 (HAS1.1) y 46 
(HAS2) nucleótidos del elemento cercano se encontró el sitio de poliadenilación, 
marcado en todos los casos por el dinucleótido TA. Este dinucleótido está comprendido 
en la secuencia consenso general YA para los sitios de corte y poliadenilación (CS) de 
RNA mensajeros en plantas (Hunt, 1994). Los elementos lejanos, FUE, son motivos de 
secuencia variable, ricos en el dinucleótido TG, se sitúan de 13 a 150 nucleótidos por 
encima de los elementos cercanos y son requeridos para el uso eficiente del sitio de 
poliadenilación al que están asociados (Hunt, 1994; Li y Hunt, 1997). Las secuencias 3’ 
no traducidas de HAS1, HAS1.1 y HAS2 presentaron varias regiones con estas 
características (Fig. 8).  
Las secuencias de los polipéptidos HAS1, HAS1.1 y HAS2, deducidas a partir 
de los correspondientes cDNA, que mostraron una elevada homología general, se 
distinguieron entre sí por la presencia de varias características peculiares. En la Figura 9 
se muestra el alineamiento de las secuencias de estas proteínas y en la Tabla IVB se 
resumen sus propiedades bioquímicas. 
HAS1 y HAS1.1 son polipéptidos extremadamente homólogos (92% de 
identidad de secuencia) cuyas diferencias se concentraron en el extremo carboxilo 
terminal, un segmento conocido como región variable que es característica de las AS de 
plantas. Ambas secuencias discreparon en un total de 52 aminoácidos, 37 en la región 
conservada, cuya longitud total es de 554 aminoácidos, y 15 en la región C-terminal 
variable de 35 aminoácidos de longitud. Por otra parte, HAS2 se diferenció claramente 
de HAS1 y HAS1.1 tanto en la secuencia como en el tamaño (Fig. 9, Tabla IVB). La 
principal diferencia entre HAS2 y los otros polipéptidos fue la ausencia de la región C-
  
terminal variable al carecer de los últimos 31 aminoácidos del extremo carboxilo debido 
a la existencia de un codón de terminación de la traducción prematuro (Figs. 8 y 9). 
Además, HAS2 se diferenció de HAS1 y HAS1.1 en cerca de cien residuos 
aminoacídicos divergentes distribuidos a lo largo de su secuencia (Fig. 9). 
 Las secuencias de los polipéptidos HAS1, HAS1.1 y HAS2 se alinearon con las 
secuencias de las asparragina sintetasas de 14 especies de plantas, más la asparragina 
sintetasa dependiente de glutamina de E. coli, asnB, y la asparragina sintetasa humana 
para un análisis comparativo (Fig. 10). La mayoría de las asparragina sintetasas 
comparadas mostraron un tamaño muy parecido al de HAS1 y HAS1.1. No obstante, se 
hallaron otras que, al igual que HAS2, carecen de la región variable como la AS de 
Sandersonia, entre las de origen vegetal, o las asparragina sintetasas humana y de E. 
coli.  
Los tres polipéptidos del girasol mostraron un elevado grado de homología con 
el resto de las AS de plantas examinadas, como se deduce de los valores de identidad de 
secuencia calculados (Tabla V). El valor mínimo de identidad de secuencia con las AS 
de plantas, correspondió a la comparación de HAS1.1 con la AS de maíz y fue del 
77,5%. HAS2 mostró una mayor identidad de secuencia con las asparragina sintetasas 
de Arabidopsis, ASN2 (90,7%) y ASN3 (89,6%), y la AS de arroz (88,5%) que con las 
otras AS de girasol (84,4%). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla V. Valores de identidad de secuencia de los polipéptidos HAS1, HAS1.1 y HAS2 con 
el resto de las AS comparadas. 
 
 
 
 
Asparragina sintetasas 
 
HAS1 HAS1.1 HAS2 
HAS1 (HAS1, Helianthus annuus, AF190728) 100 92,0 84,4 
HAS1.1 (HAS1.1, Helianthus annuus, AF263432) 92,0 100 84,4 
HAS2 (HAS2, Helianthus annuus, AF190729) 84,4 84,4 100 
SAS2 (SAS2, Glycine max; U77678) 86,4 84,9 84,3 
PVAS2 (PVAS2, Phaseolus vulgaris; AJ009952)  85,6 84,9 84,8 
LJAS1 (LJAS1, Lotus japonicus; X89409) 85,0 84,2 84,4 
PEA2 (AS2, Pisum sativum; X52180) 85,1 83,6 83,5 
SAS1 (SAS1, Glycine max; U77679) 84,5 83,4 81,4 
PVAS1 (PVAS1, Phaseolus vulgaris; AJ33522) 82,9 82,5 82,8 
VFAS1 (VFAS1, Vicia faba; Z72354) 84,7 83,6 83,5 
PEA1 (AS1, Pisum sativum; X52179) 85,0 84,0 83,7 
MED (AS, Medicago sativa; U89923) 85,2 84,2 83,7 
LJAS2 (LJAS2, Lotus japonicus; X89410) 85,2 84,5 83,5 
ASN1 (ASN1, Arabidopsis thaliana; L29083) 86,8 86,3 83,7 
BRAS (AS, Brassica oleracea; X84448) 85,5 85,2 83,7 
ELAE (AS, Elaeagnus umbellata; AF061740) 86,3 85,3 84,6 
ASP (AS, Asparagus officinalis; X67958) 87,8 86,1 85,0 
SAND1 (SAND1, Sandersonia aurantiaca; AF005724) 88,0 85,6 81,9 
TRIPHY (AS, Triphysaria versicolor; AF014055)  86,2 85,0 84,3 
ASN2 (ASN2, Arabidopsis thaliana; AF095453) 81,9 81,7 90,7 
ASN3 (ASN3, Arabidopsis thaliana; AF095452) 81,3 81,0 89,6 
ORY (AS, Oryza sativa; D83378) 79,9 80,2 88,5 
ZEA (AS, Zea mays; X82849)  78,5 77,5 82,1 
asnB (asnB, Escherichia coli; J05554) 63,8 62,7 64,5 
HUM (AS, Homo sapiens; M27396) 46,8 46,3 50,4 
 
Los valores de identidad de secuencia son el resultado de dividir el número de aminoácidos 
conservados entre cada dos secuencias por la longitud de la secuencia más corta. En esta tabla dichos 
valores vienen dados en porcentajes 
 
1.2.2. Identificación de aminoácidos y regiones esenciales para la catálisis 
En los polipéptidos HAS1, HAS1.1 y HAS2 se identificaron los aminoácidos 
que conforman el dominio de unión a la glutamina, específico de las amidotransferasas 
de tipo Ntn, una familia de enzimas representadas por la glutamina fosforribosil 
pirofosfato amidotransferasa (GPRPPA; EC 2.4.2.14), que emplean glutamina como 
donador de grupos amido (Zalkin y Smith, 1998). Todos los residuos esenciales de este 
dominio de unión a la glutamina: Cys1-Arg26-Gly27-Gly32-Arg73-Pro86-Asn101-Gly102-
Asp127 (numeración según GPRPPA; Zalkin y Smith, 1998), se encuentran conservados 
en los polipéptidos del girasol (Fig. 10, residuos sombreados en color naranja y Fig.
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 Figura 10. Alineamiento de las secuencias de los polipéptidos HAS1, HAS1.1 y HAS2 
con las de otras asparragina sintetasas. Las asparragina sintetasas alineadas son: HAS1, 
HAS1.1 y HAS2 de Helianthus annuus (marcadas con flechas), PEA1 y PEA2 de Pisum 
sativum, LJAS1 y LJAS2 de Lotus japonicus, SAS1 y SAS2 de Glycine max, PVAS1 y 
PVAS2 de Phaseolus vulgaris,VFAS1 de Vicia faba, MED de Medicago sativa, ASN1, 
ASN2 y ASN3 de Arabidopsis thaliana, BRAS de Brassica oleracea, ELAE de Elaeagnus 
umbellata, ASP de Asparagus officinalis, SAND1 de Sandersonia aurantiaca, TRIPHY de 
Triphysaria versicolor, ORY de Oryza sativa, ZEA de Zea mays, asnB de Escherichia coli y 
HUM de Homo sapiens. Los números de acceso a GenBank que identifican a estas 
secuencias se encuentran en la Tabla V. En la Figura, los puntos denotan posiciones 
idénticas mientras que los guiones indican interrupciones que se han introducido en la 
secuencia para optimizar el alineamiento. Los residuos aminoacídicos esenciales del 
dominio de unión a la glutamina de las amidotransferasas de tipo Ntn están marcados en 
naranja y en malva. Los residuos aminoacídicos involucrados en la unión del aspartato están 
marcados en amarillo. En azul se marcan los residuos aminoacídicos responsables del 
anclaje del AMP. La región propuesta como sitio de unión del pirofosfato aparece en verde. 
Los aminoácidos específicos de las AS de la clase II (Figura 12) están subrayados en rojo.  
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11A). Estudios posteriores realizados sobre la asparragina sintetasa dependiente de 
glutamina de E. coli por Larsen et al. (1999) han permitido identificar seis nuevos 
residuos implicados en la reacción con la glutamina: Leu50-Ser51-Ile52-Val53-Gln76-Cys99 
(numeración según asnB) que han sido localizados en HAS1, HAS1.1 y HAS2 (Fig. 10, 
residuos sombreados en color malva), con las siguientes excepciones: la serina 51 ha 
sido sustituida por una alanina en los tres polipéptidos del girasol, en HAS1.1 se ha 
sustituido la isoleucina 52 por una valina y en HAS1 y HAS1.1 se ha sustituido la valina 
53 por una isoleucina (Fig. 11B). 
 También se encuentran conservados en HAS1, HAS1.1 y HAS2 residuos 
aminoacídicos esenciales para la unión de los otros sustratos. Por ejemplo, las treoninas 
317 y 318, y la arginina 320 (numeración según HAS1), que participan en la unión del 
aspartato a la asparragina sintetasa de E. coli, asnB (Boehlein et al., 1997a). La cisteína 
524 (numeración según HAS1) que facilita la reacción del aspartato con el ATP unido a 
asnB (Boehlein et al., 1997b). Los aminoácidos comprendidos entre las serinas 234 y 
239 (numeración según HAS1), que son un dominio conservado en enzimas que 
hidrolizan ATP hasta AMP y pirofosfato (Mäntsäla y Zalkin, 1992). Y por último, los 
cuatro residuos aminoacídicos Leu233, Val269, Ser343 y Gly344 (numeración según HAS1) 
que han sido recientemente reconocidos como los puntos de anclaje del AMP a la 
asparragina sintetasa de E. coli, asnB (Larsen et al., 1999) (Fig. 10). 
Todos los residuos aminoacídicos esenciales citados anteriormente también se 
encuentran conservados en el resto de las secuencias de las AS comparadas con las de 
girasol, con las siguientes excepciones: la glicina 36 (numeración según HAS1) del sitio 
de unión a glutamina ha sido sustituida por una asparragina en la AS humana; la serina 
51 (numeración según asnB) del dominio de unión a glutamina ha sido sustituida por 
una alanina en el resto de AS comparadas; la isoleucina 52 (numeración según asnB) del 
dominio de unión a glutamina ha sido sustituida por una valina en el polipéptido ASN1 
de Arabidopsis y en la AS humana; la valina 53 (numeración según asnB) del dominio 
de unión a glutamina ha sido sustituida por una isoleucina en los polipéptidos ASN1 y 
ASN2 de Arabidopsis, BRAS de Brassica oleracea, ELAE de Elaeagnus umbellata, 
ASP de Asparagus officinalis, SAND1 de Sandersonia aurantiaca y la AS de maíz; la 
cisteína 99 (numeración según asnB) del dominio de unión a glutamina ha sido 
sustituida por una glicina en la AS humana; la valina 269 (numeración según HAS1) del 
Salto de sección (Página siguiente)
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Met120-Ile143-Pro144-Leu232-Met329-Ser346-Glu348-Ala388-Met392-Ser393-Ala399-Val401  (asnB) 
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Figura 11. Comparación de las posiciones de los residuos esenciales para la catálisis de 
distintas amidotransferasas dependientes de glutamina. A. Comparación de la posición de los 
aminoácidos del dominio de unión a glutamina de las Ntn-amidotransferasas según Zalkin y Smith 
(1998). B. Comparación de la posición de los aminoácidos implicados en la unión a glutamina 
añadidos por Larsen et al. (1999). C. Comparación de la posición de los aminoácidos que forman el 
túnel de unión entre el dominio N-terminal y el dominio C-terminal según Larsen et al. (1999). En 
rojo se señalan aquellos aminoácidos que son diferentes en los polipéptidos del girasol. GPRPPA: 
glutamina fosforribosil pirofosfato amidotransferasa; asnB: asparragina sintetasa dependiente de 
glutamina de E. coli; HAS1, HAS1.1 y HAS2: asparragina sintetasas de girasol. 
sitio de unión del AMP ha sido sustituida por una isoleucina en los polipéptidos ASN2 y 
ASN3 de Arabidopsis y en las AS de arroz, maíz y humana; la treonina 317 
(numeración según HAS1) del sitio de unión del aspartato ha sido sustituida por una 
serina en el polipéptido PEA2 de Pisum sativum; la serina 343 (numeración según 
HAS1) del sitio de unión del AMP ha sido sustituida por una cisteína en el polipéptido 
PVAS1 de Phaseolus vulgaris, y la cisteína 524 (numeración según HAS1) implicada 
en la unión del aspartato por una lisina en el polipéptido SAND1 de Sandersonia 
aurantiaca (Fig. 10).  
1.2.3. Clases de asparragina sintetasas en el girasol 
 En la Figura 12 se muestra el dendrograma de parentesco derivado del 
alineamiento de las secuencias de los polipéptidos HAS1, HAS1.1 y HAS2 con las 
secuencias de AS de 14 especies de plantas, más la asparragina sintetasa dependiente de 
glutamina de E. coli. De acuerdo con su secuencia, las AS de plantas se dividieron en 
dos grupos principales, un grupo dendrítico grande (clase I) que contiene a la mayoría 
de las asparragina sintetasas, incluyendo HAS1 y HAS1.1, y otro pequeño (clase II), 
formado por HAS2 y las AS de arroz, maíz y dos de las AS de Arabidopsis (ASN2 y 
ASN3). Los aminoácidos que específicamente identifican a las AS de la clase II fueron 
los siguientes: Lys131, Phe157, Ala163, Ser165, Leu187, Thr264 e Ile267 (numeración según 
HAS2, Fig. 10). Ninguno de estos residuos se repitió en las AS de la clase I que en su 
lugar poseen otros residuos aminoacídicos también altamente conservados. 
1.2.4. Estructura secundaria de los polipéptidos HAS1, HAS1.1 y HAS2 
 A partir de las secuencias de aminoácidos de las AS de girasol, y con la ayuda de 
las aplicaciones informáticas que se describen en Materiales y Métodos, se dedujeron 
características propias de la estructura secundaria de estos polipéptidos como las 
regiones α-hélice y hoja plegada β, las regiones de giro y las estructuras enrolladas. 
Además se obtuvieron las regiones flexibles, los perfiles de hidrofobicidad y la 
probabilidad de superficie de los tres polipéptidos (Figs. 13 y 14). Éste último, es un 
parámetro que está relacionado con el perfil de hidrofobicidad y estima la probabilidad 
de encontrar un aminoácido determinado en la superficie de la proteína.  
Los polipéptidos HAS1 y HAS1.1 mostraron una estructura secundaria similar, 
que difirió claramente de la de HAS2 tanto en el número como en la posición de las 
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Figura 12. Dendrograma derivado de la comparación de asparragina sintetasas de diferentes especies. 
El dendrograma se obtuvo a partir de la comparación de múltiples secuencias utilizando para ello el método Clustal del 
conjunto de programas Lasergene Navigator (DNASTAR). En verde oscuro y en verde claro se marcan las AS de las clases I 
y II, respectivamente. Las flechas indican la posición de las AS de girasol. 
  
 
  
 
 
 
 
regiones con estructura en α-hélice, hoja plegada β y enrollada o las regiones de giro y 
flexibles. Los perfiles de hidrofobicidad y la probabilidad de superficie de los tres 
polipéptidos fueron, sin embargo, muy similares. En los tres el número de regiones 
hidrofílicas (valores positivos en la gráfica) superó al de hidrofóbicas (valores negativos 
en la gráfica).  
1.2.5. Estructura terciaria de las proteínas codificadas por HAS1, HAS1.1 y HAS2 
 A partir de las secuencias de los polipéptidos codificados por los genes HAS1, 
HAS1.1 y HAS2 se reprodujeron las estructuras terciarias de las correspondientes 
proteínas mediante el programa Swiss-Pdb Viewer, empleando la asnB de E. coli como 
modelo. Los resultados obtenidos mostraron una gran similitud en la estructura terciaria 
en general y, en particular, en la disposición espacial de los residuos esenciales para la 
catálisis de los tres polipéptidos del girasol. En la Figura 15 se muestra una 
representación espacial de los plegamientos en α-hélice y en hoja plegada β de las 
proteínas codificadas por HAS1, HAS1.1 y HAS2 de girasol y por asnB de E. coli. La 
Figura 16 muestra la disposición espacial de los aminoácidos considerados esenciales 
para la catálisis en el interior de las proteínas. Si sólo se tienen en cuenta estos 
aminoácidos esenciales para la catálisis se obtiene la Figura 17, en la que se puede 
apreciar un gran parecido en la distribución espacial de estos aminoácidos en los tres 
polipéptidos HAS1, HAS1.1 y HAS2. 
Larsen et al. (1999) han definido en la asnB de E. coli dos dominios estructural y 
funcionalmente diferentes que comprenden desde la alanina 1 al aspartato 194 y desde 
el triptófano 195 a la glicina 516, referidos como dominio N-terminal y dominio C-
terminal, respectivamente. En cada dominio se sitúa un sitio activo, encontrándose el 
sitio de unión a glutamina en el dominio N-terminal y el sitio de unión a AMP y a 
aspartato en el dominio C-terminal. Ambos dominios se encuentran unidos por un túnel 
molecular formado por doce residuos aminoacídicos: Met120-Ile143-Pro144-Leu232-Met329-
Ser346-Glu348-Ala388-Met392-Ser393-Ala399-Val401(numeración según asnB), a través del 
cual debe viajar el grupo amido donado por la glutamina hasta el aspartato. En la Figura 
18 se muestra una representación en modelo de cintas de la estructura terciaria de los 
polipéptidos del girasol y de la asnB de E. coli. En ella se han marcado tanto los dos 
dominios definidos por Larsen et al. (1999) en la asnB de E. coli como el túnel de unión 
 Figura 15. Comparación de las estructuras tridimensionales de las proteínas codificadas por asnB de E. coli y por HAS1, HAS1.1 y HAS2 de 
girasol. Las estructuras tridimensionales de las proteínas se obtuvieron utilizando el programa de análisis de proteínas Swiss-PdbViewer. En rosa 
aparecen marcadas las regiones en α-hélice y en verde las regiones en hoja plegada β.  
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 Figura 16.  Comparación de las estructuras tridimensionales de las proteínas codificadas por asnB de E. coli y por HAS1, HAS1.1 y 
HAS2 de girasol.  Las estructuras tridimensionales de las proteínas se obtuvieron utilizando el programa de análisis de proteínas Swiss-
PdbViewer. En verde aparecen señalados los aminoácidos responsables de la unión a la glutamina en las amidotransferasas de tipo Ntn, en 
naranja se marcan los aminoácidos implicados en el anclaje del AMP, en amarillo aparece la región propuesta como sitio de unión del 
pirofosfato y en rojo aparecen los aminoácidos involucrados en la unión del aspartato. 
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Figura 17. Comparación de las posiciones de los aminoácidos esenciales para la catálisis en las proteínas codificadas por asnB de E. coli
y por HAS1, HAS1.1 y HAS2 de girasol. La disposición espacial de los aminoácidos se obtuvo utilizando el programa de análisis de proteínas 
Swiss-PdbViewer. En naranja se marcan los aminoácidos implicados en la unión a glutamina de las amidotransferasas de tipo Ntn propuestos por 
Zalkin y Smith (1998) y en malva los añadidos por Larsen et al. (1999), en azul se marcan los aminoácidos responsables del anclaje del AMP, en 
verde aparece la región propuesta como sitio de unión del pirofosfato y en amarillo aparecen los aminoácidos involucrados en la unión del 
aspartato. Los colores empleados para marcar los aminoácidos se corresponden con los utilizados en la Figura 10.
 
entre ambos. Todos los aminoácidos que forman el túnel de unión están conservados en 
los tres polipéptidos del girasol, a excepción de la isoleucina 143 y la metionina 392 que 
han sido sustituidas por dos treoninas. Además, en los polipéptidos HAS1 y HAS1.1 la 
prolina 144 ha sido sustituida por una serina (Fig. 11C).  
 
2. ANÁLISIS DE LA FUNCIONALIDAD DE LOS POLIPÉPTIDOS 
CODIFICADOS POR HAS1 Y HAS2 MEDIANTE COMPLEMENTACIÓN DE 
UNA ESTIRPE DE E. coli AUXÓTROFA PARA LA ASPARRAGINA 
 Para comprobar la funcionalidad de los productos de los genes AS de girasol, las 
regiones del cDNA que codifican los polipéptidos HAS1 y HAS2 se insertaron en el 
vector de expresión pGEX-KG en la fase de lectura correcta. Para ello se utilizaron los 
cebadores específicos GEX (Materiales y Métodos, apartados 14 y 20). Las 
construcciones resultantes (pHAS1ex y pHAS2ex) se emplearon para la transformación 
de células competentes de la estirpe ER de E. coli. Esta estirpe tiene mutados los dos 
genes que codifican la AS (asnA y asnB), siendo auxótrofa para la asparragina. Las 
células transformadas se cultivaron a 28ºC con agitación (180 rpm) en un medio 
mínimo sin asparragina y en presencia de IPTG, inductor de la expresión del plásmido 
pGEX-KG. Se preparó un control positivo, consistente en la estirpe silvestre XL1-Blue 
de E. coli, que no tiene mutado ninguno de los dos genes que codifican la AS y un 
control negativo consistente en células de la estirpe ER transformadas con el vector 
pGEX-KG vacío. El crecimiento de los cultivos se determinó midiendo su absorbancia a 
550 nm. 
 De acuerdo con lo esperado, el crecimiento en medio mínimo, sin asparragina, 
de la estirpe ER transformada con el vector vacío fue muy pobre. Sin embargo, sí se 
obtuvieron valores significativos de crecimiento cuando se cultivó, en el mismo medio, 
la estirpe ER transformada con pHAS1ex (40% del crecimiento máximo) o con 
pHAS2ex (75% del crecimiento máximo). Si bien, ninguno de estos transformantes 
alcanzó la cota de crecimiento máxima obtenida por la estirpe silvestre XL1-Blue de E. 
coli, empleada como control positivo (Fig. 19). En ausencia de IPTG, el crecimiento de 
las células transformadas fue prácticamente nulo. 
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Figura 19. Complementación de la estirpe ER de E. coli, auxótrofa para la asparragina. 
La estirpe mutante ER (asnA, asnB, thi-1, relA, spot1) se transformó con las construcciones 
pHAS1ex, pHAS2ex o con el vector de expresión pGEX-KG vacío como control. Se partió de 
cultivos en medio mínimo M9, con ampicilina (50 µg/ml), que fueron inoculados con células 
hasta una absorbancia inicial a 550 nm de 0,1 unidades. El crecimiento de los cultivos a 28ºC 
con 1 mM de IPTG (barras azul oscuro) o sin IPTG (barras azul claro) se determinó, midiendo 
la absorbancia a 550 nm 24 horas después de la inoculación. Los porcentajes de crecimiento 
son la media de tres experimentos independientes con diferencias menores del 10% entre 
ellos. Los valores máximos de crecimiento, que se obtuvieron con la estirpe silvestre XL1-
Blue en medio mínimo M9, correspondieron a 1,40 (+IPTG) y 1,58 (-IPTG) unidades de 
absorbancia a 550 nm. 
 
Con el fin de comprobar cómo afecta la temperatura a la complementación de la 
estirpe ER con las construcciones pHAS1ex y pHAS2ex se realizaron ensayos de 
complementación en las mismas condiciones descritas pero a diferentes temperaturas: 
20, 40 y 45 ºC. A diferencia de lo obtenido a 28ºC, ambas construcciones, pHAS1ex y 
pHAS2ex, fueron igualmente eficaces en la complementación a 20 y a 40ºC, 
permitiendo, en cada caso, valores semejantes de crecimiento (Fig. 20). A 40ºC se 
observó el mayor grado de complementación al alcanzarse cotas de crecimiento del 98 
(pHASex) y el 96% (pHAS2ex) del crecimiento máximo alcanzado por la estirpe 
silvestre. Esto demuestra un alto grado de eficiencia de los genes AS de girasol, al 
subsanar, casi por completo, la carencia de los dos genes homólogos (asnA y asnB) con 
uno heterólogo (HAS1 o HAS2). A  45ºC se observó en lugar de un crecimiento, una 
muerte bacteriana que se reflejó en unos valores de absorbancia finales menores que los 
iniciales.  
 
3. DETECCIÓN DE LAS PROTEÍNAS HAS1 Y HAS2 EN E. coli 
 Para asegurarnos que las proteínas codificadas por HAS1 y por HAS2 se 
expresan en E. coli y confirmar, de este modo, que la complementación de la estirpe ER 
de E. coli se debe a la presencia de estas dos proteínas, se procedió a inducirlas en la 
estirpe XL1-Blue de E. coli para, posteriormente, detectarlas mediante una 
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS. 
Para la obtención del cDNA completo de HAS1 y HAS2 se emplearon los 
cebadores GEX (Materiales y Métodos, apartado 14), que contenían sitios de corte de 
enzimas de restricción apropiadas para la clonación en fase con el extremo carboxilo 
terminal de Sj26, una glutatión S-transferasa de 26 kDa (GST; EC 2.5.1.18) unida al 
vector de expresión pGEX-KG. La inducción de las proteínas de fusión se llevó a cabo 
por el método de Smith y Johnson (1988) modificado, empleando IPTG (Materiales y 
Métodos, apartado 21).  
Se espera que las proteínas de fusión obtenidas, GST-HAS1 y GST-HAS2, estén 
asociadas a una banda de entre 89 a 92 kDa (66,4+26 =92,4 kDa, en el caso de GST-
HAS1 y 63,2+26=89,2 kDa, en el caso de GST-HAS2) en una electroforesis en geles de 
poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) al 7,5% (p/v) de Ac/Bis (Materiales y Métodos, 
apartado 22). Como se observa en la Figura 21 la banda obtenida en los dos casos se
  
 
 
 
 
 
Figura 20. Complementación de la estirpe ER de E. coli a diferentes temperaturas.
A. Complementación a 20ºC. B. Complementación a 40ºC. C. Complementación a 45ºC. 
Se partió de cultivos en medio mínimo M9, con ampicilina (50 µg/ml), que fueron 
inoculados con células hasta una A550 inicial de aproximadamente 0,1 unidades (barras 
color oscuro). El crecimiento de los cultivos con 1 mM de IPTG se determinó, midiendo
la A550, 24 horas después de la inoculación (barras color claro). Los valores de 
absorbancia son la media de tres experimentos independientes con diferencias menores 
del 10% entre ellos.  
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Figura 21. Detección de las proteínas de fusión GST-HAS1 y GST-HAS2. La 
inducción de las proteínas de fusión (89 kDa) se realizó con 0,2 mM de IPTG durante las 
horas señaladas en la figura. La detección de las proteínas inducidas se realizó mediante 
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS. M: marcador de peso molecular. 
correspondió con un peso molecular estimado de 89 kDa, similar al esperado. Al ir 
transcurriendo las horas de inducción en IPTG, la banda encontrada para ambas 
construcciones fue aumentando su intensidad. De esta manera se comprueba la 
expresión de las proteínas de fusión, GST-HAS1 y GST-HAS2, en E. coli. 
 
 4. ANÁLISIS DE LA EXPRESIÓN DE LOS GENES QUE CODIFICAN LA 
ASPARRAGINA SINTETASA DE GIRASOL 
 Para obtener información que contribuya a delimitar las funciones de cada uno 
de los miembros de la familia génica AS de girasol, se analizó la expresión de HAS1, 
HAS1.1 y HAS2, individualmente, en diferentes tejidos y bajo diferentes condiciones 
fisiológicas, ambientales y de desarrollo.  
 
4.1. Especificidad tisular de la expresión de HAS1, HAS1.1 y HAS2  
 La especificidad tisular de la expresión de los genes HAS1, HAS1.1 y HAS2 se 
estudió mediante el análisis de la abundancia relativa de sus transcritos en una variedad 
de órganos. Los órganos seleccionados fueron: las hojas de plantas cultivadas bajo 
condiciones de iluminación normales o de plantas adaptadas a la oscuridad, los 
cotiledones de semillas en germinación, los cotiledones senescentes, las raíces, los tallos 
(epicotilos) y las inflorescencias inmaduras, que, en conjunto, representan los 
principales tejidos fotosintéticos, no fotosintéticos, vegetativos y florales del girasol. 
 Los órganos vegetales se obtuvieron de plantas con diferentes tiempos de 
cultivo. Las raíces y los tallos (epicotilos) se recolectaron a los 15-20 días, las 
inflorescencias inmaduras (1,5-2 cm de diámetro) a los 50-55 días y las hojas de plantas 
iluminadas a los 20 días. Las hojas de plantas adaptadas a la oscuridad se obtuvieron de 
plantas de 20 días que se mantuvieron en ausencia de luz durante 48 horas, sin alterar 
las demás condiciones de cultivo. Los cotiledones de semillas en germinación y los 
cotiledones senescentes se recolectaron tras 3,5 y 19 días de cultivo, respectivamente.  
 La abundancia de los transcritos de cada gen se determinó mediante la 
amplificación, con cebadores específicos de gen, del cDNA sintetizado a partir de RNA 
aislado de cada órgano (RT-PCR, Materiales y Métodos, apartados 12 y 19). Para el gen 
HAS1 se empleó la pareja de cebadores AS2/gas1, para el gen HAS1.1 los cebadores 
AS2/gas1.1 y para el gen HAS2 los cebadores AS2/gas2 (Materiales y Métodos, 
apartado 19).   
 La amplificación con cebadores específicos de HAS2, reveló la existencia de 
cantidades variables de transcritos de este gen en todos los órganos estudiados. De 
acuerdo con la intensidad de la amplificación, los transcritos de HAS2 fueron 
especialmente abundantes en los cotiledones de semillas en germinación, en las hojas y 
en las raíces de plantas cultivadas bajo condiciones de iluminación normales (Fig. 22A). 
Los transcritos de HAS1 no estuvieron presentes en tallos y se detectaron con gran 
dificultad en hojas de plantas cultivadas bajo condiciones de iluminación normales. Los 
del gen HAS1.1 se encontraron ausentes en tallos. En el resto de órganos se observaron 
cantidades variables de transcritos de estos genes, siendo especialmente abundantes en 
hojas de plantas adaptadas a la oscuridad y en raíces de plantas cultivadas bajo 
condiciones de iluminación normales. Además, en el caso de HAS1 también se detectó 
una gran cantidad de transcritos en las inflorescencias inmaduras (Fig. 22A). 
 
4.2. Análisis de la expresión de HAS1, HAS1.1 y HAS2 durante el desarrollo de los 
cotiledones y las hojas primarias del girasol  
 Para conocer el efecto del grado de desarrollo de la hoja sobre la expresión de 
los genes AS de girasol, se determinó la abundancia de sus transcritos en hojas 
inmaduras de 2,3-3 cm de longitud, obtenidas de plantas de 11 días y en hojas maduras 
de 20 días que habían alcanzado la máxima expansión (9 cm). La expresión de los genes 
HAS1 y HAS1.1 en hojas de plantas iluminadas es tan baja que, mediante análisis 
Northern, no se pueden detectar sus transcritos (Carrasco Ballesteros, 2000). Por este 
motivo la abundancia de transcritos en hojas inmaduras y maduras se determinó 
mediante una técnica más sensible basada en la amplificación, con cebadores 
específicos de gen, del cDNA sintetizado a partir de RNA aislado de estos tejidos (RT-
PCR). Para el gen HAS1 se empleó la pareja de cebadores AS2/gas1, para el gen 
HAS1.1 los cebadores AS2/gas1.1 y para el gen HAS2 los cebadores AS2/gas2. El nivel 
de transcritos encontrado refleja un comportamiento opuesto de los genes HAS1 y 
HAS1.1 con respecto de HAS2. Mientras que los transcritos de los primeros fueron más 
abundantes en las hojas maduras, los del segundo lo fueron en las inmaduras. A pesar de 
  
 
 
la sensibilidad de la técnica empleada, los niveles de transcritos de los genes HAS1 y 
HAS1.1 detectados en hojas inmaduras fueron muy bajos (Fig. 22B).  
En la germinación y en la senescencia, dos procesos muy distantes del 
desarrollo, se libera amonio en cantidades masivas debido a la degradación de proteínas 
(Miflin y Lea, 1976 y Lea y Miflin, 1980). En todos los casos el amonio liberado es 
incorporado a esqueletos carbonados para la movilización y el reciclaje de nitrógeno en 
la planta.  
 Con el fin de investigar la participación de la AS de girasol en estos procesos, se 
determinaron los niveles de expresión de los genes HAS1, HAS1.1 y HAS2 en los 
términos que se describen a continuación. En primer lugar se determinó el patrón de 
expresión de HAS1, HAS1.1 y HAS2 a lo largo del desarrollo de los cotiledones, desde 
la germinación hasta la senescencia. En segundo lugar se investigó la expresión de estos 
genes durante la senescencia natural de las hojas. 
4.2.1. Caracterización del desarrollo de los cotiledones de girasol  
 El girasol es una planta de germinación epígea cuyos cotiledones sufren un 
desarrollo con fuertes cambios morfológicos y fisiológicos que le lleva a pasar de 
órganos de reserva, durante los primeros estadios de la germinación, a órganos 
fotosintéticamente activos que finalmente mueren después de un proceso de 
senescencia. En la Figura 24 se muestran los estadios más significativos del desarrollo 
de los cotiledones del girasol. El cotiledón presentó una primera fase, como tejido de 
reserva, que se inició en el estadio de semilla seca y llegó hasta, aproximadamente, el 
quinto día después de la imbibición. A partir de ese momento se observó una expansión 
de los tejidos que transformaron al cotiledón en un órgano fotosintético. De los 5 a los 
14 días se produjo una expansión rápida, para alcanzar un tamaño igual al 81% del área 
final. A continuación siguió una expansión más lenta hasta llegar a una superficie final 
de aproximadamente 6 cm2, a los 22 días de cultivo, permaneciendo este tamaño casi 
constante hasta el final del período estudiado (Fig. 23). Hasta los 18 días de cultivo no 
se apreciaron pérdidas visibles de clorofila en los cotiledones perceptibles a simple 
vista. Sin embargo, las medidas de clorofila realizadas por el método de Arnon (1949) 
mostraron que la pérdida de clorofila se inició alrededor del día 12 (Fig. 23). Además 
del amarilleamiento, otros síntomas típicos de la senescencia se hicieron evidentes en 
los cotiledones a partir de los 18 días, fundamentalmente, una pérdida progresiva de 
turgencia que terminó con el abatimiento de los cotiledones, totalmente decolorados, 
alrededor del día 30. Poco después aparecieron los primeros signos de necrosis en los 
bordes, llegándose hasta la desintegración casi total de los tejidos sobre el día 40 (Fig. 
24). 
 La degradación de clorofila y de proteína son los dos indicadores que más 
habitualmente se emplean para marcar el inicio de la senescencia de los tejidos 
fotosintéticos (Gepstein, 1988; Peoples y Dalling, 1988). Para delimitar el momento de 
inicio de la senescencia en los cotiledones de girasol se determinó el contenido en 
clorofila y proteína a lo largo de su desarrollo. En la Figura 23 se representa la 
evolución del tamaño de los cotiledones durante su desarrollo, junto con la de su 
contenido en proteína y clorofila.  
En ella puede observarse que el contenido en clorofila de los cotiledones se 
incrementó muy rápidamente desde casi cero hasta alcanzar un máximo a los doce días 
de cultivo. Esta rápida síntesis de clorofila fue paralela a la fase de expansión rápida de 
los cotiledones. A partir del día 12 se inició una clara pérdida de clorofila que continuó 
hasta el final del desarrollo de los cotiledones. Por otra parte, el contenido en proteína 
por unidad de peso seco se incrementó durante el inicio de la expansión alcanzando un 
valor máximo a los 9 días de cultivo, para a continuación, iniciar su declive (Fig. 23). 
Estos resultados muestran la síntesis de proteínas que tiene lugar al inicio de la 
transformación de los cotiledones en órganos fotosintéticos.  
 En función de los datos obtenidos se dividió el desarrollo del cotiledón en tres 
etapas: una primera etapa de germinación del día 0 al día 5 de cultivo, una segunda 
etapa de expansión del cotiledón del día 6 al día 20 de cultivo y una tercera etapa de 
senescencia del día 13 al día 31 de cultivo (Figs. 23 y 24).  
4.2.2. Expresión de HAS1, HAS1.1 y HAS2 durante el desarrollo de los cotiledones  
 Se cultivaron plantas de girasol en medio sólido bajo condiciones de iluminación 
normales y se recolectaron muestras de cotiledones a diferentes tiempos, comprendidos 
entre 0 y 31 días que abarcan los procesos de germinación y de senescencia. A 
continuación, se extrajo el RNA total de dichas muestras (Materiales y Métodos, 
apartado 10) para realizar el estudio de la expresión de los genes AS.
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Figura 23. Evolución del tamaño y del contenido en clorofila y proteína por unidad de peso 
seco de los cotiledones de girasol a lo largo de su desarrollo. Las plantas de girasol se 
cultivaron durante 28 días en medio sólido. A los tiempos indicados en la figura se tomaron 
muestras de cotiledones determinándose el área de los mismos (▲), y su contenido en proteína 
(●) y clorofila (■). Los datos que se representan son la media y la desviación estándar del 
análisis de tres muestras independientes. 
 
Se analizó la abundancia de transcritos de los tres genes AS de girasol mediante 
hibridaciones Northern (Materiales y Métodos, apartado 18) con sondas específicas de 
gen (Fig. 24).  
 No se observaron transcritos de los genes AS de girasol en la semilla sin 
germinar (0 días). Este hecho coincide con la ausencia de asparragina detectada en 
semillas secas de Lupinus albus (Lea y Miflin, 1980). En cambio, desde que la semilla 
comienza a germinar (día 1) hasta que finaliza el período correspondiente a la 
germinación (día 5) se obtuvieron transcritos de los genes HAS1 y HAS2, mucho más 
abundantes en el caso de HAS2, que van disminuyendo con el tiempo. Esta disminución 
fue más evidente en el gen HAS1, presentando ya a los tres días de germinar unos 
niveles de transcritos casi indetectables. Estudios de actividad AS realizados en otras 
especies de plantas muestran una ausencia de actividad en los cotiledones hasta el tercer 
día después de la germinación (Lea y Miflin, 1980). Durante el proceso de expansión 
del cotiledón, los niveles de expresión del gen HAS2 son muy bajos, casi inapreciables. 
Lo mismo le ocurre al gen HAS1, excepto a los ocho días de cultivo que se aprecia un 
elevado nivel de transcritos. A lo largo del proceso de senescencia del cotiledón, que 
abarca de los 13 a los 31 días de cultivo, no se obtuvieron transcritos del gen HAS1. En 
cambio, para el gen HAS2, sí se observó la presencia de transcritos al comienzo del 
proceso, no siendo tan excesivamente altos como los obtenidos durante la germinación. 
En otras especies de plantas hay descrito un descenso de la actividad AS desde que los 
cotiledones germinan hasta que senescen (Lea y Miflin, 1980). En el caso del gen 
HAS1.1 no se observaron niveles de transcritos en ninguno de los procesos analizados. 
4.2.3. Expresión de HAS1, HAS1.1 y HAS2 durante la senescencia natural de la hoja 
 Una vez examinada la expresión de los tres genes AS de girasol a lo largo del 
desarrollo del cotiledón, se investigó su posible implicación en la senescencia de las 
hojas. Para ello, se determinaron los niveles de expresión de cada uno de los genes en 
hojas primarias de plantas de girasol de diferentes edades, cultivadas en medio sólido. 
En las condiciones de cultivo empleadas, las hojas primarias llegaron a su máxima 
expansión (aproximadamente 9 cm de longitud de la lámina) el día 20 y mostraron los 
primeros síntomas de envejecimiento (amarilleamiento) alrededor del día 30, para 
alcanzar un estado visiblemente senescente sobre el día 40. Los datos derivados de los 
análisis de clorofila y proteína mostraron que la degradación de estos compuestos se 
inició con anterioridad al amarilleamiento (Fig. 25).  
La expresión de los genes HAS1, HAS1.1 y HAS2 se estudió mediante el análisis 
Northern con sondas específicas de gen de muestras de RNA total de hojas con edades 
que se corresponden con etapas de inicio de la senescencia (27 días) y de senescencia 
avanzada (36 y 40 días) según se desprende de la degradación activa de proteína y 
clorofila. En este estudio también se incluyó una muestra de hojas primarias 
correspondiente al estadio inicial no senescente (20 días) en el que aún aumentó el 
contenido en clorofila (Fig. 25).  
 Los genes HAS1 y HAS1.1 presentaron un patrón de expresión en hojas similar, 
que consistió en un aumento de la cantidad de transcritos a partir del día 36 (etapa de 
senescencia avanzada). En las hojas de 20 y 27 días no se detectaron transcritos de estos 
genes. Por el contrario, el gen HAS2 presentó los mismos niveles de transcritos a lo 
largo de las etapas del desarrollo en que se llevó a cabo el experimento (Fig. 26). 
 
4.3. Análisis de la expresión de los genes HAS1, HAS1.1 Y HAS2 en respuesta a 
diferentes condiciones de iluminación 
 En la mayoría de las especies de plantas superiores estudiadas, la luz reprime la 
expresión de los genes AS en hojas. En condiciones de oscuridad, por el contrario, estos 
genes son fuertemente expresados, obteniéndose altos niveles de asparragina (Sullivan, 
1858; Chibnall, 1939; Urquart y Joy, 1981; Lam et al., 1995 y 1998). En nuestro caso, 
la abundancia relativa de transcritos en hojas de plantas adaptadas a la oscuridad (Fig. 
22A) sugiere que HAS1 y HAS1.1 siguen el comportamiento típico de los genes AS de 
plantas, mientras que la expresión de HAS2 no se vio grandemente afectada por la luz. 
4.3.1. Expresión de HAS1, HAS1.1 y HAS2 en raíces y hojas de plantas adaptadas a la 
oscuridad 
 Para determinar, con mayor precisión, el efecto de la luz sobre la expresión de 
los genes AS de girasol, se analizó la abundancia de sus transcritos mediante análisis 
Northern con sondas específicas de gen en muestras de RNA de raíces y de hojas de 
plantas adaptadas a la oscuridad durante 72 horas. 
 Como se observa en la Figura 27, la cantidad de transcritos de los genes HAS1 y 
HAS1.1 aumentó progresivamente con el tiempo de permanencia en oscuridad. Este 
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Figura 25. Evolución del contenido en clorofila y proteína a lo largo del desarrollo de 
las hojas primarias de girasol. Las plantas se cultivaron durante 40 días en medio sólido. 
A los tiempos que se indican en la figura se tomaron muestras de hojas primarias 
determinándose su contenido en proteína (●) y clorofila (■). Los datos que se representan 
son la media y la desviación estándar del análisis de tres muestras independientes. 
  
 
 
 
 
aumento que sucedió tanto en raíces como en hojas se hizo patente tras 24 horas de 
oscuridad. A diferencia de lo que ocurrió en hojas, en las raíces siempre se observó, 
para ambos genes, un nivel de transcritos detectable antes del período oscuro. Por otra 
parte, HAS2 presentó un modelo de expresión distinto que, de acuerdo con el nivel de 
acumulación de sus transcritos, disminuyó a lo largo del periodo de oscuridad (Fig. 27). 
Esta disminución se mostró más claramente en raíces que en hojas. Hasta el presente, 
entre los genes AS de plantas, únicamente el gen ASN2 de Arabidopsis y los genes 
LJAS1 y LJAS2 de Lotus japonicus no son inducibles por la oscuridad (Waterhouse et 
al., 1996; Lam et al., 1998).  
 Para determinar si la ausencia de iluminación directa de las raíces es la 
responsable de la expresión de HAS1 y HAS1.1 que se observa en este órgano antes del 
período de oscuridad, se cultivaron plantas en medio hidropónico (Materiales y 
Métodos, apartado 2.1.3) con la raíz sumergida en vasos de cristal transparente 
cubiertos o no con papel de aluminio durante 8 horas. Los análisis Northern realizados 
revelaron que la expresión de los genes HAS1 y HAS1.1 que se detecta en las raíces 
protegidas de la luz por papel de aluminio, estando el vástago iluminado, sólo 
desaparecen al exponer las raíces a la luz (Fig. 28). La iluminación directa de las raíces 
aumentó la cantidad de transcritos de HAS2 confirmando el efecto negativo de la 
oscuridad sobre su expresión en raíces observado antes (Figs. 27 y 28). 
Paralelamente a estos estudios de expresión se determinaron los niveles de 
sacarosa en las raíces y hojas de las plantas cultivadas en oscuridad para determinar qué 
cantidad de azúcar está presente en dichos tejidos (Fig. 29). Se observa un gran 
descenso de los valores de sacarosa a las 24 horas de oscuridad en raíces y en hojas. A 
las 72 horas de oscuridad estos niveles son prácticamente indetectables en ambos tejidos 
(Fig. 29). Esta caída de los niveles de sacarosa, íntimamente relacionada con la 
inhibición que sufre la fotosíntesis en condiciones de oscuridad, coincide con el 
aumento de expresión que experimentan los genes HAS1 y HAS1.1, lo que nos indica 
claramente que la sacarosa es un metabolito que podría regular los niveles de los genes 
AS de girasol como ocurre con otras AS de plantas. 
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Figura 29. Contenido en sacarosa de plantas cultivadas en oscuridad. Las plantas de 
girasol fueron cultivadas en medio hidropónico bajo condiciones de oscuridad. A los tiempos 
que se indican en la figura se recogieron muestras de raíces y de hojas primarias a las que se 
les determinó el contenido en sacarosa como se indica en el apartado 23.3 de Materiales y 
Métodos. En verde oscuro se muestran los resultados correspondientes a las raíces y en verde 
claro los correspondientes a las hojas. Los valores representados son la media de dos 
experimentos independientes.  
4.3.2. Expresión de HAS1, HAS1.1 y HAS2 bajo condiciones de activación o 
inactivación del fitocromo 
 Se ha descrito que el fitocromo está implicado en la represión por luz de genes 
que codifican la asparragina sintetasa, como AS1 de guisante y ASN1 de Arabidopsis 
(Tsai y Coruzzi, 1990; Lam et al., 1994). 
Con el fin de determinar si el fitocromo está implicado también en la represión 
por luz de los genes HAS1 y HAS1.1 se estudió el efecto de regímenes de luz que 
activan o inactivan el fitocromo sobre la expresión de estos genes en plántulas etioladas 
cultivadas en medio sólido.  
Primeramente se estudió la existencia de expresión de los genes AS en las  
plántulas etioladas. Para ello se sembraron plantas de girasol en medio sólido en 
ausencia de luz, regadas con medio de cultivo o simplemente con agua con el fin de 
determinar una posible influencia del medio de cultivo sobre la expresión de estos 
genes. A los 7 y 9 días de cultivo se recogieron muestras de cotiledones de las plántulas 
etioladas donde se analizó la abundancia de transcritos de los genes AS mediante 
hibridaciones Northern con sondas específicas de gen (Fig. 30). Se observa expresión de 
los tres genes AS en los cotiledones de las plántulas cultivadas con medio de cultivo, 
que, en el caso de HAS1 y HAS1.1, aumenta con el transcurso de los días y en el caso de 
HAS2 disminuye. Por el contrario, en aquellas que fueron cultivadas con agua, tan sólo 
se obtienen transcritos de HAS2, que aumentan con el paso del tiempo. Además, al 
comparar los niveles de transcritos obtenidos a los 9 días en las plantas cultivadas con 
medio o con agua, se obtiene un aumento de la expresión de HAS2 (Fig. 30). La 
ausencia de expresión de HAS1 y HAS1.1 podría deberse quizás a la falta de nitrógeno 
en el medio. En general, los niveles de transcritos de los genes HAS1 y HAS1.1 en 
cotiledones de plántulas etioladas no son muy elevados. 
Una vez comprobada la existencia de transcritos de los genes AS en plántulas 
etioladas, se procedió a realizar los estudios con el fitocromo. Para ello, un conjunto de 
plántulas etioladas de 6 días se sometió a regímenes de luz que activan (irradiación con 
luz del rojo) al fitocromo durante 20 minutos. Transcurrido ese tiempo, las plántulas 
permanecieron en oscuridad durante 16 horas hasta su recolección. A los 7 días de 
cultivo, el resto de plántulas etioladas se dividió en tres lotes. Uno de ellos se sometió a 
regímenes de luz que activan (irradiación con luz del rojo) e inactivan (irradiación con 
  
 
 
 
 
 
 
 
luz del rojo lejano) al fitocromo durante 20 minutos cada irradiación. Transcurrido ese 
tiempo, las plántulas permanecieron en oscuridad durante 5 horas hasta su recolección. 
De los lotes restantes, uno se mantuvo en oscuridad hasta el día 9 de cultivo y el otro se 
transfirió a condiciones de iluminación con luz blanca hasta obtener una completa 
pigmentación verde de los cotiledones (24 horas). Los niveles de expresión de los genes 
AS en los cotiledones de las plántulas sometidas a las distintas irradiaciones se 
analizaron mediante hibridaciones Northern con sondas específicas de gen (Fig. 31).  
 Los genes HAS1 y HAS1.1 presentaron un patrón de expresión muy similar en 
los cotiledones de plántulas etioladas. Transcritos derivados de ambos genes se 
acumularon en condiciones de oscuridad o tras el tratamiento inactivante del fitocromo. 
Por contra, la activación del fitocromo por luz roja condujo a una represión parcial de la 
expresión de HAS1 y HAS1.1. Finalmente, la iluminación con luz blanca fue 
reprimiendo progresivamente la expresión de estos genes, no detectándose transcritos a 
las 24 horas de irradiación (Fig. 31).  
El patrón de expresión del gen HAS2 fue muy diferente al de los genes HAS1 y 
HAS1.1. Cantidades muy semejantes de transcritos de HAS2 se detectaron en todos los 
regímenes lumínicos ensayados, si bien, al contrario de HAS1 y HAS1.1, fueron algo 
menores en condiciones de oscuridad y tras el tratamiento inactivante del fitocromo 
(Fig. 31).  
4.3.3. Expresión de HAS1 y HAS2 a lo largo de un ciclo diario 
Para comprobar si la regulación por luz de los genes AS de girasol es efectiva no 
sólo durante períodos prolongados de oscuridad, se analizó la expresión de los genes 
HAS1 y HAS2 en el contexto de un ciclo diario. A tal fin, se cultivaron plantas en medio 
sólido bajo fotoperíodos de 12 horas y se tomaron muestras de hojas a las 2, 6 y 12 
horas del inicio del fotoperíodo, y a las 4, 8 y 12 horas del inicio del nictiperíodo. La 
abundancia de los transcritos de los genes HAS1 y HAS2 en estas muestras se determinó 
mediante la amplificación del cDNA preparado a partir de RNA poliA (RT-PCR) con 
los cebadores AS1-RT1 en el caso de HAS1 y AS2-gas2 en el caso de HAS2. La 
diferente intensidad de las reacciones de amplificación, que se muestran en la Figura 32, 
indica la existencia de fluctuaciones significativas en los niveles de expresión del gen 
HAS1 a lo largo de un período de 24 horas, con 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. 
A las 8 horas de oscuridad los niveles de transcritos del gen HAS1 sufrieron un
  
 
 
 
 
 
 
  
 
incremento significativo con respecto al período de luz. Por el contrario, los del gen 
HAS2 no sufrieron modificaciones significativas a lo largo del ciclo diario (Fig. 32). 
 Con el fin de comprobar la efectividad de la técnica de amplificación empleada 
en el análisis de los transcritos de los genes HAS1 y HAS2, se realizaron amplificaciones 
con diferentes diluciones de cDNA procedente de RNA de hojas de plantas adaptadas a 
la oscuridad (para HAS1) o de cotiledones de semillas en germinación (para HAS2) 
empleando la pareja de cebadores AS2-gas1 o AS2-gas2, respectivamente. Los 
resultados obtenidos se muestran en la Figura 33. En ella se puede apreciar que, al ir 
aumentando la dilución del cDNA, los niveles de transcritos de los genes HAS1 y HAS2 
amplificados son cada vez más bajos. 
En esta ocasión, al igual que ocurrió con el experimento de oscuridad a largo 
plazo, se realizó un seguimiento de los azúcares presentes en las hojas. En la siguiente 
tabla se recogen los valores de glucosa, fructosa y sacarosa obtenidos, y en la Figura 34 
se han representado los cambios en los niveles de sacarosa, que parece estar más 
directamente relacionada con la expresión de los genes AS de girasol.  
 
Tabla VI. Azúcares solubles contenidos en hojas de plantas cultivadas durante un ciclo 
diario expresados en nmoles/g Peso Fresco. 
 
Muestra Glucosa Fructosa Sacarosa 
2 horas de luz 600 550 2515 
6 horas de luz 335 240 2315 
12 horas de luz 860 370 2570 
4 horas de oscuridad 3925 1010 2730 
8 horas de oscuridad 1670 1090 2530 
12 horas de oscuridad 1235 625 1625 
 
 De los datos obtenidos se aprecia que los valores de sacarosa a lo largo de un 
ciclo diario son muy parecidos, exceptuando el valor a las 12 horas de oscuridad que es 
más bajo. Por el contrario, los valores de glucosa y de fructosa sufren más variaciones, 
encontrándose los mayores valores en condiciones de oscuridad, si bien, van 
disminuyendo conforme transcurren las horas en esa situación. Al contrario de lo que
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Figura 34. Contenido en sacarosa de las hojas durante un ciclo diario. Las plantas de 
girasol fueron cultivadas en medio sólido bajo fotoperíodos de 12 horas. A los tiempos que 
se indican en la figura, se recolectaron muestras de hojas primarias a las que se les 
determinó el contenido en azúcares solubles como se indica en el apartado 23.3 de 
Materiales y Métodos. En la gráfica se muestran los resultados obtenidos correspondientes 
a los niveles de sacarosa. Los valores representados son la media de dos experimentos 
independientes. 
 ocurrió en el apartado 4.3.1, en esta ocasión no se aprecia una relación entre los valores 
de sacarosa encontrados y los niveles de expresión de los genes AS de girasol. Debido a 
la igualdad en las cantidades de sacarosa obtenidas a lo largo del ciclo diario podría 
asegurarse, que en esta ocasión, es el fitocromo el que regularía la expresión de los 
genes AS de girasol.  
 
4.4. Regulación de la expresión de HAS1, HAS1.1 y HAS2 por metabolitos 
carbonados 
 La disponibilidad de fuentes de carbono, como la sacarosa, afecta a la expresión 
de los genes que codifican AS de plantas superiores en sentido opuesto al efecto de la 
oscuridad (Lam et al., 1998). Mientras que la oscuridad induce su expresión, la adición 
de una fuente de carbono metabolizable, como la glucosa o la sacarosa, a plantas 
adaptadas a la oscuridad, la reprime.  
 Es posible que parte de la represión por luz observada para los genes HAS1 y 
HAS1.1 se deba a la presencia de metabolitos carbonados derivados de la fotosíntesis. 
Para comprobar esta posibilidad se realizaron los siguientes experimentos: en primer 
lugar se cultivaron las plantas de girasol en oscuridad y en presencia de sacarosa y, en 
segundo lugar, se sometieron las plantas de girasol, cultivadas bajo condiciones de 
iluminación normales, a una situación de déficit de carbono al retirarles la fuente de 
CO2. 
4.4.1. Efecto del aporte exógeno de una fuente de carbono metabolizable sobre la 
expresión de los genes AS de girasol 
 Parte de las plantas de girasol de 18 días cultivadas en medio hidropónico bajo 
condiciones de iluminación normales fueron trasladadas a condiciones de oscuridad, 
mientras que otra parte permaneció como estaban. A las 24 horas de oscuridad se les 
cambió el medio de cultivo en el que se encontraban por medios de cultivos que 
contenían 3% (p/v) de sacarosa y 3% (p/v) de manitol, respectivamente, y así 
continuaron 6 horas más. El manitol es un azúcar no metabolizable por las plantas 
empleado en este caso para descartar un posible efecto osmótico sobre la expresión de 
los genes AS. En esa situación se recolectaron muestras de raíces y de hojas para la 
extracción de RNA total que se empleó en el análisis de la expresión de los genes AS de 
girasol mediante hibridaciones Northern con sondas específicas de gen (Fig. 35).   
  
 
 
 
 
 
 
 En raíces, la sacarosa reprimió completamente la expresión de los genes HAS1 y 
HAS1.1, mientras que indujo la de HAS2. El manitol provocó un aumento de la 
expresión de HAS1, mientras que disminuyó ligeramente la de HAS1.1 y no tuvo efecto 
sobre HAS2 (Fig. 35). 
 En hojas, por el contrario, la sacarosa no tuvo efecto sobre la expresión del gen 
HAS1 y afectó positivamente a los genes HAS1.1 y HAS2. El manitol no afectó a 
ninguno de los tres genes (Fig. 35). 
 Con el fin de determinar si el efecto que producían la sacarosa y el manitol sobre 
los genes AS era debido al contenido en azúcares presente en los tejidos de las plantas 
sometidas a dichos tratamientos, se midieron los niveles de esos compuestos en las 
raíces y las hojas de las plantas tratadas. En la Tabla VII se muestra el contenido en 
azúcares solubles, mientras que en las Figuras 36 y 37 se muestran los resultados 
específicos de la sacarosa.  
 
Tabla VII. Azúcares solubles contenidos en plantas cultivadas bajo diferentes compuestos 
de carbono y en condiciones de oscuridad expresados en nmoles/g Peso Fresco. 
 
Glucosa Fructosa Sacarosa 
Muestra 
Raíces Hojas Raíces Hojas Raíces Hojas 
Control en luz 1060 470 515 275 2445 2695 
Control en oscuridad 95 135 46 185 175 395 
3% de sacarosa 1345 130 1111 87 22745 1830 
3% de manitol 230 245 75 59 455 667 
 
El contenido de glucosa y fructosa de las raíces fue mayor en las plantas 
cultivadas en presencia de luz y en presencia de sacarosa. En cambio, en las hojas se 
observaron fluctuaciones en los niveles de glucosa y de fructosa que no estuvieron 
claramente relacionados con los niveles de transcritos de los genes AS de girasol. En 
cambio, sí se detectó una relación entre los niveles de sacarosa y la expresión de estos 
genes. En las raíces se observó una gran cantidad de sacarosa en las plantas tratadas con 
dicho azúcar, con valores cinco veces superiores que los que presentan las plantas 
cultivadas bajo iluminación normal (Fig. 36). Esta gran cantidad de sacarosa coincide 
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Figura 36. Contenido en sacarosa de raíces de plantas cultivadas con diferentes 
compuestos carbonados. Las plantas de girasol cultivadas en medio hidropónico en 
condiciones de iluminación normales fueron transferidas a condiciones de oscuridad. 
A las 24 horas de permanecer en ese estado, se les cambió el medio de cultivo en el 
que estaban por medios que contenían un 3% (p/v) de sacarosa y un 3% (p/v) de 
manitol, respectivamente, permaneciendo en oscuridad durante 6 horas más. 
Finalizados los tratamientos, se recogieron muestras de raíces a las que se les 
determinó el contenido en azúcares solubles como se indica en el apartado 23.3 de 
Materiales y Métodos. Como controles se emplearon plantas cultivadas tanto en 
condiciones de iluminación normales como en condiciones de oscuridad sin haberlas 
sometido a ningún tratamiento. En la gráfica se muestran los resultados obtenidos 
correspondientes a los niveles de sacarosa. Los valores representados son la media de 
dos experimentos independientes. 
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Figura 37. Contenido en sacarosa de hojas de plantas cultivadas con diferentes 
compuestos carbonados. Las plantas de girasol cultivadas en medio hidropónico en 
condiciones de iluminación normales fueron transferidas a condiciones de oscuridad. 
A las 24 horas de permanecer en ese estado, se les cambió el medio de cultivo en el 
que estaban por medios que contenían un 3% (p/v) de sacarosa y un 3% (p/v) de 
manitol, respectivamente, permaneciendo en oscuridad durante 6 horas más. 
Finalizados los tratamientos, se recogieron muestras de hojas primarias a las que se 
les determinó el contenido en azúcares solubles como se indica en el apartado 23.3 
de Materiales y Métodos. Como controles se emplearon plantas cultivadas tanto en 
condiciones de iluminación normales como en condiciones de oscuridad sin haberlas 
sometido a ningún tratamiento. En la gráfica se muestran los resultados obtenidos 
correspondientes a los niveles de sacarosa. Los valores representados son la media 
de dos experimentos independientes. 
con la represión que sufren HAS1 y HAS1.1 y con la inducción de HAS2 en ese tejido 
(Fig. 35). Los niveles de sacarosa en raíces de plantas tratadas con manitol fueron casi 
tan bajos como los de las plantas cultivadas en oscuridad, aunque se obtiene una mayor 
inducción de HAS1 y HAS1.1 en las raíces de plantas tratadas con manitol que en las de 
plantas cultivadas en oscuridad.  
En hojas, se encontraron los mayores valores de sacarosa en las plantas 
iluminadas, que coincidieron con una represión de HAS1 y HAS1.1, mientras que los 
valores más bajos fueron los de las plantas cultivadas en oscuridad. Los valores de 
sacarosa en las hojas de plantas tratadas con dicho azúcar fueron menores que los que se 
observan en hojas de plantas iluminadas. Finalmente, los niveles de sacarosa en las 
plantas tratadas con manitol fueron casi el doble de los obtenidos en oscuridad (Figs. 35 
y 37). 
4.4.2. Efecto de una baja concentración de CO2 sobre la expresión de los genes AS de 
girasol 
 Se cultivaron plantas de girasol en medio sólido, bajo condiciones de 
iluminación normales y concentraciones atmosféricas de CO2 (400 ppm) durante 18 
días. Transcurrido ese tiempo, parte de las plantas se transfirieron a un fitotrón donde se 
redujo el nivel de CO2 hasta concentraciones inferiores a 100 ppm, mediante la 
inyección de nitrógeno, sin alterar las demás condiciones de cultivo, mientras que otras 
permanecieron a concentraciones atmosféricas de CO2. Una tercera parte de las plantas 
se transfirió a una cámara de cultivo en condiciones de oscuridad con niveles normales 
de CO2. En esas condiciones permanecieron las plantas un máximo de 5 días. A 
diferentes tiempos se recolectaron muestras de hojas para la extracción de RNA total. El 
análisis de la expresión de los tres genes AS de girasol en estas muestras se realizó 
mediante hibridaciones Northern con sondas específicas de gen. 
 Como se observa en la Figura 38, los genes HAS1 y HAS1.1 presentaron un 
patrón de expresión casi idéntico. Ambos fueron fuertemente inducidos en condiciones 
de oscuridad, y reprimidos por la luz en presencia de concentraciones atmosféricas de 
CO2. Sin embargo, HAS1 y HAS1.1 se expresaron en hojas iluminadas, tras 5 días de 
exposición a una atmósfera con niveles reducidos de CO2 (Fig. 38). El patrón de 
expresión del gen HAS2 fue, una vez más, diferente del de HAS1 y HAS1.1, ya que se 
detectaron sus transcritos en todas las situaciones estudiadas. El déficit de CO2 
  
 
 
favoreció ligeramente la expresión de HAS2, este efecto positivo se observó desde los 2 
días de exposición a un ambiente con bajo nivel de CO2.   
En estas condiciones de atmósfera pobre en CO2 se midieron los valores de 
glucosa, fructosa y sacarosa en las hojas. En la Tabla VIII se recogen estos valores y en 
la Figura 39 se representan, en particular, los valores de sacarosa por haberse 
encontrado ya alguna relación con la expresión de los genes AS de girasol (apartado 
4.3.1). 
 
Tabla VIII. Azúcares solubles contenidos en hojas de plantas cultivadas en atmósferas con 
diferente cantidad de CO2 expresados en nmoles/g Peso Fresco. 
 
Muestra Glucosa Fructosa Sacarosa 
2 días en 400 ppm de CO2 12016 3600 2370 
2 días en < 100 ppm de CO2 225 250 815 
5 días en 400 ppm de CO2 5465 1580 2190 
5 días en <100 ppm de CO2 150 87 405 
 
 Si observamos la tabla se aprecia, como era de esperar, que, al disminuir la 
cantidad de CO2, se obtienen menos cantidades de azúcares solubles debido a que, a 
pesar de estar bien iluminada la planta, la fotosíntesis se halla considerablemente 
limitada en la baja concentración de CO2 existente. 
 Al igual que ocurría en el caso del ciclo diario, los niveles de glucosa y fructosa 
sufren unas variaciones muy elevadas (se produce una disminución de casi el doble de 2 
a 5 días en plantas cultivadas en una atmósfera con 400 ppm de CO2), por lo que no se 
pueden tener en cuenta a la hora de relacionarlos con la expresión de los genes AS. En 
cambio, los niveles de sacarosa sí parecen estar relacionados con la represión que sufren 
los genes HAS1 y HAS1.1 en condiciones de iluminación normales. En este caso, una 
disminución considerable de los niveles de sacarosa induce la expresión de dichos 
genes. Estos datos nos volverían a indicar que las fuentes de carbono estarían actuando 
sobre la expresión de los genes AS de girasol. 
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Figura 39. Contenido en sacarosa de plantas cultivadas en una atmósfera pobre en CO2.
Las plantas de girasol fueron cultivadas en medio sólido bajo condiciones de iluminación 
normales en una atmósfera pobre en CO2 durante un máximo de 5 días (-CO2). Como control 
se emplearon plantas cultivadas a concentraciones atmosféricas de CO2 (+CO2). A los tiempos 
que se indican en la figura, se recogieron muestras de hojas primarias a las que se les 
determinó el contenido en azúcares solubles como se indica en el apartado 23.3 de Materiales 
y Métodos. En la gráfica se muestran los resultados correspondientes a los niveles de sacarosa. 
Los valores representados son la media de dos experimentos independientes. 
4.5. Regulación de la expresión de HAS1, HAS1.1 y HAS2 por metabolitos 
nitrogenados 
 La asparragina es un aminoácido esencial en el transporte y la movilización de 
nitrógeno en plantas y, por tanto, la actividad de los genes que codifican la AS de 
girasol puede estar regulada por metabolitos nitrogenados como se ha descrito en 
Arabidopsis (Lam et al., 1998). 
 Para determinar la respuesta de los genes AS de girasol a diferentes metabolitos 
nitrogenados se realizaron los experimentos siguientes: 
4.5.1. Efecto del nitrato, el amonio y la ausencia de fuente de nitrógeno sobre la 
expresión de los genes AS de girasol en plantas iluminadas 
 Se cultivaron plantas de girasol en medio hidropónico bajo iluminación normal 
con el medio de cultivo habitual. Tras 18 días de cultivo, las plantas se lavaron y 
transfirieron a tres medios  de cultivo diferentes: a) sin fuente de nitrógeno, b) con 1mM 
de NO3- y c) con 15 mM de NH4+.  Posteriormente, se tomaron muestras de raíces y de 
hojas a las 6 y a las 10 horas en las condiciones antes descritas. En estas muestras se 
determinó la expresión de los genes HAS1, HAS1.1 y HAS2 a través de la abundancia de 
sus transcritos mediante hibridaciones Northern con sondas específicas de gen. En las 
raíces, el resultado de estos análisis Northern mostró un gran aumento de los niveles de 
transcritos de los tres genes en presencia de amonio, con respecto a los observados en 
nitrato (Fig. 40). En ausencia de fuente de nitrógeno, la expresión de los genes AS fue 
casi indetectable, excepto para el caso de HAS2, cuya expresión aumentó a lo largo del 
experimento. 
 En las hojas, sólo se detectaron transcritos del gen HAS2 que se expresó según 
un patrón opuesto al obtenido en raíces. En este tejido la falta de nitrógeno indujo 
fuertemente la expresión del gen HAS2. El nitrato produjo una inducción moderada, 
mientras que con amonio los niveles de transcritos disminuyeron a lo largo del 
experimento hasta hacerse indetectables. 
Para comprobar si la inducción que experimentan los genes AS es debida a altas 
concentraciones de amonio o de aminoácidos en los tejidos, se determinaron sus 
contenidos en las raíces y las hojas de las plantas cultivadas bajo las tres diferentes 
condiciones de cultivo. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras 41 y 42, 
respectivamente. 
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Figura 41. Contenido en amonio de plantas cultivadas con diferentes fuentes de nitrógeno.
Las plantas de girasol cultivadas bajo condiciones de iluminación normales y en medio 
hidropónico con NO3- 10 mM fueron lavadas y transferidas, a tiempo cero (control), a cultivos 
con medio fresco conteniendo amonio 15 mM (NH4), nitrato 1 mM (NO3) o carentes de 
nitrógeno (-N). A los tiempos que se indican en la figura se recogieron muestras de raíces y de 
hojas primarias a las que se les determinó el contenido en amonio como se indica en el apartado 
23.5 de Materiales y Métodos. En la gráfica se muestran en azul oscuro los resultados 
correspondientes a las raíces y en azul claro los correspondientes a las hojas. Los valores 
representados son la media de dos experimentos independientes. 
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Figura 42. Contenido en aminoácidos totales de plantas cultivadas con diferentes 
fuentes de nitrógeno. Las plantas de girasol cultivadas bajo condiciones de iluminación 
normales y en medio hidropónico con NO3- 10 mM fueron lavadas y transferidas, a tiempo 
cero (control), a cultivos con medio fresco conteniendo amonio 15 mM (NH4), nitrato 1 
mM (NO3) o carentes de nitrógeno (-N). A los tiempos que se indican en la figura, se 
recogieron muestras de raíces y de hojas primarias a las que se les determinó el contenido 
en aminoácidos como se describe en el apartado 23.4 de Materiales y Métodos. En la 
gráfica se muestran en negro los resultados correspondientes a las raíces y en rojo los 
correspondientes a las hojas. Los valores representados son la media de dos experimentos 
independientes. 
En la Figura 41 se aprecia un fuerte incremento en los niveles de amonio en las 
raíces de plantas cultivadas en presencia de 15 mM de amonio, que coincidió con la 
inducción de la expresión de los tres genes AS. Los valores de amonio en las hojas de 
plantas cultivadas en presencia de este compuesto fueron tres y cinco veces superiores, a 
las 6 y 10 horas de tratamientos respectivamente, a los obtenidos en plantas control. La 
cantidad de amonio detectada en las plantas cultivadas sin fuente de nitrógeno o con 1 
mM de nitrato fue prácticamente igual a la de las plantas control, tanto en raíces como 
en hojas, siendo un poco más bajos en estas últimas. 
 En raíces se observó un aumento en el contenido de aminoácidos en las plantas 
cultivadas sin fuente de nitrógeno, con 1 mM de nitrato o con 15 mM de amonio con 
respecto al control, tanto a las 6 como a las 10 horas de tratamiento (Fig. 42). Dicho 
aumento fue más pronunciado, a ambos tiempos, en las plantas tratadas con amonio y 
coincidió con el aumento de expresión de los tres genes AS (Fig. 40). En las plantas 
tratadas con nitrato o carentes de nitrógeno se detectaron cantidades similares de 
aminoácidos.  
En las hojas de las plantas sometidas a los tres tratamientos se observó un 
incremento en los niveles de aminoácidos con respecto al control. Este aumento fue 
similar en los tres casos a las 6 horas, mientras que a las 10 horas fue mayor en las 
plantas cultivadas en presencia de amonio. Se produjo un descenso de los niveles de 
aminoácidos de las 6 a las 10 horas de tratamiento en las plantas cultivadas con nitrato y 
en las carentes de fuente de nitrógeno.  
4.5.2. Efecto del nitrato, el amonio y la ausencia de fuente de nitrógeno sobre la 
expresión de los genes AS de girasol en plantas mantenidas en oscuridad 
 Con el fin de determinar el efecto de la fuente de nitrógeno sobre la expresión de 
los genes HAS1 y HAS1.1 en hojas se repitió el experimento anterior, empleando esta 
vez plantas sometidas a condiciones de oscuridad. En esta ocasión se determinó la 
abundancia de transcritos de los tres genes AS en raíces y hojas a las 0, 4, 8, 12 y 24 
horas de tratamiento con diferentes fuentes de nitrógeno (Fig. 43). 
 En las raíces de plantas mantenidas en oscuridad, el resultado de los análisis 
Northern mostró un efecto positivo de los compuestos nitrogenados sobre la expresión 
de los genes AS, siendo más fuerte para el caso del amonio. La máxima inducción de la 
expresión de los tres genes se observó a las 8 horas de tratamiento. Al igual que ocurrió 
 
con el amonio, con el nitrato también se observó una inducción máxima de la expresión 
a las 8 horas, pero esta vez sólo de los genes HAS1 y HAS2. En ausencia de fuente de 
nitrógeno en el medio los niveles de transcritos de los tres genes se mantuvieron casi 
constantes, con un ligero incremento hacia el final (12 horas), que se hizo más evidente 
para el gen HAS2 (Fig. 43). 
 En las hojas, el resultado de los análisis Northern mostró, para HAS1 y HAS1.1, 
la inducción típica que se observa en condiciones de oscuridad, consistente en un 
incremento de la expresión de estos genes, que va aumentando conforme transcurren las 
horas en oscuridad. No obstante, el curso de esta inducción varió dependiendo de la 
fuente de nitrógeno (Fig. 43). En ausencia de nitrógeno, el nivel máximo de transcritos 
se observó a las 24 horas. Con nitrato, niveles de transcritos comparables a los 
observados en ausencia de nitrógeno se alcanzaron antes. Por último, con amonio, se 
encontró una inducción muy precoz de la expresión de estos genes, más evidente en 
HAS1 que en HAS1.1. Para el caso del gen HAS2 los resultados confirmaron su 
inducción en ausencia de nitrógeno previamente detectada en raíces de plantas 
iluminadas (Figs. 40 y 43). Cuando se añadió nitrato o amonio al medio la expresión de 
HAS2 se mantuvo constante, encontrándose un aumento a las 24 horas.  
4.5.3. Efecto del nitrato y el amonio sobre la expresión de los genes AS de girasol en 
plantas tratadas con sacarosa y mantenidas en oscuridad 
 Una vez estudiado el efecto que producen los metabolitos carbonados y 
nitrogenados por separado sobre la expresión de los genes AS de girasol, se procedió a 
estudiar las posibles interacciones. Por un lado, fuentes de carbono metabolizable como 
la sacarosa reprimen la expresión de los genes HAS1 y HAS1.1 e inducen la del gen 
HAS2 y por otro lado, fuentes de nitrógeno como el nitrato o el amonio incrementan los 
niveles de transcritos de HAS1 y HAS1.1.  
Está descrito en plantas de Arabidopsis que una fuente de nitrógeno orgánico, 
como son los aminoácidos, revierte el efecto que produce la sacarosa sobre la expresión 
del gen ASN1 (Lam et al., 1994 y 1998) y del gen ASN2 (Lam et al., 1998). Estudios de 
este tipo también se han realizado con la AS de maíz (Chevalier et al., 1996). En este 
caso el efecto negativo que la sacarosa presenta sobre la expresión del gen AS no es 
revertido por ningún aminoácido de los ensayados, tan sólo por amonio y de manera no 
tan evidente como con ASN1.  
De los resultados analizados anteriormente se podría pensar que en el girasol 
puede ocurrir lo mismo que está descrito para Arabidopsis o para el maíz. Para 
comprobar si una abundancia relativa de nitrógeno puede compensar el efecto de la 
sacarosa, las plantas de 18 días cultivadas en medio hidropónico bajo condiciones de 
iluminación normales se lavaron y se transfirieron a un medio de cultivo que contenía 
como fuente de carbono 3 % (p/v) de sacarosa y como fuente de nitrógeno 1 mM de 
nitrato ó 15 mM de amonio y se sometieron a condiciones de oscuridad. A las 10 horas 
de tratamiento se tomaron muestras de raíces y de hojas, en las que se determinó el 
grado de expresión de los genes HAS1, HAS1.1 y HAS2 a través de la abundancia de sus 
transcritos mediante hibridaciones Northern con sondas específicas de gen. En la Figura 
44 se puede ver el resultado de estos análisis. En ella se observa que, tanto en raíces 
como en hojas, la adición de una cantidad elevada de nitrógeno, como es el caso de 15 
mM de amonio, revirtió el efecto represor de la sacarosa sobre la expresión de los genes 
HAS1 y HAS1.1. Esta reversión también ocurrió con el efecto positivo de la sacarosa 
sobre la expresión del gen HAS2, siendo más evidente en raíces.  
Al igual que se hizo en el apartado 4.5.1, se determinó el amonio contenido en 
las raíces y las hojas de las plantas sometidas a los distintos tratamientos. Los resultados 
se muestran en la Figura 45 y en ella se aprecia que, como ya ocurrió en el apartado 
antes mencionado, se obtiene gran cantidad de amonio en las raíces de plantas 
cultivadas en presencia de sacarosa y de amonio, mientras que los valores en hojas son 
prácticamente iguales a los del control y muy por debajo de los obtenidos en raíces. En 
el caso de plantas cultivadas en presencia de sacarosa y de nitrato se obtienen resultados 
similares a los de las plantas control, tanto en raíces como en hojas, y muy por debajo 
de los obtenidos en el caso de las raíces cultivadas en presencia de amonio.  
 
4.6. Expresión de HAS1, HAS1.1 y HAS2 en situaciones de estrés 
 Algunas condiciones medioambientales que producen estrés en la planta, 
aceleran la desnaturalización de proteínas y su consiguiente degradación por proteolisis 
(Vierstra, 1993). Para determinar si en tales condiciones se induce la expresión de los 
genes AS de girasol, lo que indicaría su implicación en el proceso de reciclaje del 
nitrógeno derivado de la proteolisis, se realizaron los siguientes experimentos. 
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Figura 45. Contenido en amonio de plantas cultivadas con diferentes fuentes de
nitrógeno y sacarosa. Las plantas de girasol cultivadas bajo condiciones de iluminación 
normales y en medio hidropónico con NO3- 10 mM fueron lavadas y transferidas, a tiempo 
cero, a cultivos con medio fresco conteniendo 3 % (p/v) de sacarosa y nitrato 1 mM 
(NO3+Sac) o amonio 15 mM (NH4+Sac) y crecidas en condiciones de oscuridad. Como 
control se emplearon plantas cultivadas con NO3- 10 mM y en condiciones de oscuridad. A 
las 10 horas de tratamientos se recogieron muestras de raíces y de hojas primarias a las que 
se les determinó el contenido en amonio como se indica en el apartado 23.5 de Materiales y 
Métodos. En la gráfica se muestran en azul oscuro los resultados correspondientes a las 
raíces y en azul claro los correspondientes a las hojas. Los valores representados son la 
media de dos experimentos independientes. 
4.6.1. Efecto del estrés hídrico y salino sobre la expresión de los genes AS de girasol 
 Las plantas de girasol cultivadas en condiciones de iluminación normales en 
medio hidropónico se sometieron a estrés hídrico y a estrés salino producidos por 
medios de cultivo que contenían 300 mM de manitol y 150 mM de cloruro sódico, 
respectivamente. En la Figura 46 se muestra el estado de las plantas tras 4 horas de 
tratamientos. Se observó una falta de turgencia en las plantas tratadas con manitol y en 
las tratadas con cloruro sódico con respecto a las plantas control, provocada por una 
pérdida de agua. Esta pérdida de agua, que tan bien se refleja en las hojas, muestra el 
estado de estrés al que se están viendo sometidas las plantas ya a las 4 horas de 
tratamientos. Tras 24 horas de tratamientos los síntomas de estrés fueron evidentes 
incluso en los cotiledones y en las raíces, que aparecieron ennegrecidas, mientras que en 
las hojas la deshidratación fue máxima, encontrándose muy deterioradas.  
 En la Figura 47 se muestran los resultados de la determinación de la abundancia 
de transcritos de los genes AS de girasol durante el estrés hídrico y salino, obtenidos 
mediante análisis Northern con sondas específicas de gen. 
 Los genes HAS1 y HAS1.1 exhibieron, una vez más, un patrón de expresión muy 
similar. En raíces, se observó una inducción de la expresión de ambos genes producida 
tanto por el manitol como por la sal. A tiempo corto (4 horas), únicamente el manitol 
indujo un aumento detectable de la expresión de HAS1 y HAS1.1. A tiempos mayores 
(24 horas), tanto el tratamiento con sal como con manitol produjeron un fuerte aumento 
del nivel de transcritos de HAS1 y HAS1.1 (Fig. 47). En hojas, la intensidad de la 
inducción fue mucho menor y sólo se observó a tiempos largos. Además, la 
acumulación de transcritos inducida por el manitol fue mayor que la inducida por la sal 
(Fig. 47). 
 Por otra parte, la expresión de HAS2 no se vió afectada por el manitol ni por la 
sal. Se detectaron niveles de transcritos muy semejantes en todos los tratamientos, tanto 
en raíces como en hojas, a excepción de un leve descenso en el nivel de transcritos a las 
24 horas de tratamiento con manitol (Fig. 47). 
 Para ampliar el estudio del efecto del estrés hídrico sobre la expresión de los 
genes AS de girasol en la hoja se procedió a someter a las plantas a un déficit hídrico  
mediante la escisión de la raíz, método descrito por Weaver et al. (1998). Las plantas de 
girasol cultivadas en condiciones de iluminación normales en medio sólido durante 20 
  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
días fueron extraídas del sustrato en el que se encontraban y se les escindió la raíz, 
manteniéndose erguidas mediante los soportes empleados en los cultivos hidropónicos 
(Materiales y Métodos, apartado 2.1.3). Para evaluar el efecto de la escisión de la raíz 
sobre la expresión de los genes AS, se emplearon plantas control cuyo tallo se mantuvo 
sumergido en agua, además de plantas control a las que no se les escindió la raíz. La 
abundancia de transcritos de los genes AS de girasol se detectó mediante análisis 
Northern con sondas específicas de gen. En la Figura 48 se muestran los resultados 
obtenidos. Estos resultados confirman el efecto positivo que produce el estrés hídrico 
sobre la expresión de los genes HAS1 y HAS1.1 en hojas iluminadas. En las plantas 
estresadas se observó una inducción de la expresión de ambos genes, frente a las plantas 
control en las que no se detectaron transcritos de ninguno de los dos genes.  
Los resultados obtenidos para el gen HAS2 confirman el efecto negativo del 
estrés hídrico sobre su expresión en hojas observado antes en el experimento con 
manitol (Figs. 47 y 48). En las plantas control, cuyo tallo se mantuvo sumergido en 
agua, se detectaron niveles normales de transcritos del gen HAS2, lo que indica que la 
ausencia de transcritos en las plantas estresadas no se debe a la escisión de la raíz per se  
sino al déficit hídrico provocado por ésta (Fig. 48). 
Para determinar si el aumento de expresión que sufren los genes HAS1 y HAS1.1 
en presencia de 300 mM de manitol y 150 mM de NaCl, tanto en raíces como en hojas, 
era debido a una alteración de la relación C/N de la planta o si era una respuesta 
específica al estrés, se midió la cantidad de sacarosa y de aminoácidos totales en esos 
tejidos. Los valores obtenidos se muestran en las Figuras 49 y 50, respectivamente. Si 
nos centramos en la Figura 49, se observa que los valores de sacarosa en raíces no 
siguen una misma tendencia. Mientras que a las 4 horas de tratamiento los valores de 
sacarosa encontrados en plantas tratadas con 300 mM de manitol son prácticamente 
iguales a los del control, a las 24 horas de tratamiento estos valores son bastante más 
bajos. En el caso de las plantas tratadas con 150 mM de NaCl ocurre que a tiempo corto 
(4 horas) los valores de sacarosa son menores que los del control y a tiempo largo (24 
horas) son bastante más elevados. Sin embargo, a las 24 horas de tratamiento se produce 
una inducción de la expresión de los genes HAS1 y HAS1.1 tanto en las plantas tratadas 
con manitol como en las tratadas con sal. Al fijarnos en los valores de sacarosa
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Figura 49. Contenido en sacarosa de plantas sometidas a estrés hídrico y a estrés salino. 
Las plantas de girasol fueron cultivadas en medio hidropónico bajo condiciones de 
iluminación normales (C) y sometidas a estrés hídrico mediante tratamiento con 300 mM de 
manitol (Manitol) o a estrés salino mediante tratamiento con 150 mM de NaCl (NaCl). A los 
tiempos que se indican se recolectaron muestras de raíces y de hojas primarias a las que se 
determinó el contenido en azúcares solubles como se describe en el apartado 23.3 de 
Materiales y Métodos. En verde oscuro se muestran los resultados correspondientes a los 
niveles de sacarosa obtenidos en raíces y en verde claro los correspondientes a las hojas. Los 
valores representados son la media de dos experimentos independientes. 
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Figura 50. Contenido de aminoácidos totales en plantas sometidas a estrés hídrico y a 
estrés salino. Las plantas de girasol fueron cultivadas en medio hidropónico bajo condiciones 
de iluminación normales (C) y sometidas a estrés hídrico mediante tratamiento con 300 mM 
de manitol (Manitol) o a estrés salino mediante tratamiento con 150 mM de NaCl (NaCl). A 
los tiempos que se indican se recolectaron muestras de raíces y de hojas primarias a las que se 
determinó el contenido en aminoácidos como se describe en el apartado 23.4 de Materiales y 
Métodos. En negro se muestran los resultados correspondientes a raíces y en rojo los 
correspondientes a hojas. Los valores representados son la media de dos experimentos 
independientes. 
obtenidos en hojas, se observa que en esta ocasión sí siguen una misma tendencia, en   
ambos tratamientos se obtienen valores de sacarosa superiores que los obtenidos para el 
control. Paradójicamente, estos valores tan altos de sacarosa no reprimen la expresión 
de los genes HAS1 y HAS1.1 y así, a las 24 horas de tratamiento, se observa una 
inducción de la expresión de dichos genes. La diferencia tan grande encontrada entre los 
valores de sacarosa de los controles a las 4 y a las 24 horas es debida a la diferencia 
horaria que existe entre la recogida de unas muestras y las otras. Tal y como se planteó 
el experimento, las recogidas a tiempo corto (4 horas) han permanecido iluminadas más 
tiempo que las otras, de ahí que los valores de sacarosa sean mayores.  
 Si nos centramos en la Figura 50 observamos que en raíces se obtienen unos 
valores de aminoácidos muy similares en todos los casos. En hojas se obtiene un 
aumento de la cantidad de aminoácidos en los dos tratamientos, tanto a tiempo corto 
como a tiempo largo. 
Los resultados obtenidos referentes al contenido en sacarosa y al de aminoácidos 
indicarían que estos compuestos no estarían afectando, al menos en raíces, la expresión 
de los genes AS de girasol cuando las plantas están sometidas a estrés hídrico y a estrés 
salino. 
4.6.2. Efecto del calor sobre la expresión de los genes AS de girasol 
 Las plantas de girasol cultivadas en medio sólido bajo condiciones de 
iluminación normales se sometieron a una situación de estrés por alta temperatura. Para 
ello, plantas de 21 días fueron trasladadas de la cámara de cultivo en la que se 
encontraban a un fitotrón que se hallaba a una temperatura de 40ºC. En estas 
condiciones, las plantas permanecieron un máximo de 12 horas. Se recogieron muestras 
de raíces y de hojas a distintos tiempos y se les extrajo el RNA total. La abundancia de 
transcritos de los genes AS de girasol se detectó mediante análisis Northern con sondas 
específicas de gen. 
 Como se aprecia en la Figura 51, el calor tuvo un efecto negativo sobre la 
expresión de los genes HAS1 y HAS1.1 en raíces, donde se observó una represión total 
del gen HAS1 y parcial del gen HAS1.1. En hojas no se detectaron transcritos de estos 
genes. De acuerdo con la acumulación de transcritos del gen HAS2, su expresión resultó 
ligeramente disminuida por el calor en la raíz. En hojas, sin embargo, el calor condujo a  
 
 
 
 
 
 
 
un ligero aumento de los niveles de transcritos de HAS2 a las 12 horas de iniciar el 
tratamiento. 
En esta ocasión se midieron también los valores de sacarosa y de aminoácidos 
totales para determinar su relación con la regulación de los genes AS. En la Figura 52 se 
muestran los valores de sacarosa detectados en raíces y hojas. A los dos tiempos 
examinados, 4 y a 12 horas, se observó un descenso del nivel de sacarosa en ambos 
tejidos, siendo más pronunciado a tiempo largo. La caída del contenido en sacarosa en 
raíces no estaría de acuerdo con el descenso producido en la expresión de los tres genes 
AS en este tejido. Las diferencias en los niveles de sacarosa obtenidas en los controles 
son debidas al tiempo de exposición a la luz por parte de las plantas. 
 En la Figura 53 se muestran los valores del contenido en aminoácidos totales de 
raíces y hojas. En ambos tejidos se apreció un descenso en el nivel de aminoácidos tanto 
a tiempo corto como largo, excepto en hojas sometidas a 12 horas de tratamiento en las 
que el nivel de aminoácidos se mantuvo semejante al del control. En raíces el descenso 
del nivel de aminoácidos encontrado a las 4 horas no es tan significativo como el 
encontrado a tiempo largo, aunque ya se produce una disminución de la expresión de los 
genes AS. Este hecho nos induciría a pensar que los aminoácidos tampoco están 
influyendo en la expresión de los genes AS en esta situación.  
4.6.3. Efecto del exceso de cobre sobre la expresión de los genes AS 
 Las plantas de girasol cultivadas en condiciones de iluminación normales en 
medio hidropónico fueron sometidas a tratamientos con cobre. Para ello, se cambió el 
medio de cultivo en el que estaban (que contenía 1 µM de cobre) por otro que contenía 
20 µM de sulfato de cobre. A distintos tiempos se recogieron muestras de raíces y de 
hojas a las que se les extrajo el RNA total. La abundancia de transcritos de los genes AS 
de girasol se detectó mediante análisis Northern con sondas específicas de gen. 
 El cobre tuvo un efecto positivo sobre la expresión de los genes HAS1 y HAS1.1 
en raíces, mientras que no modificó la expresión de HAS2. El efecto positivo del cobre 
se observó desde las 4 horas de tratamiento, por lo que se puede asegurar que los genes 
HAS1 y HAS1.1 responden de manera rápida cuando hay una cantidad considerable de 
cobre en el medio de cultivo. En las hojas no se detectaron transcritos de los genes 
Salto de sección (Página siguiente)
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Figura 52. Contenido en sacarosa de plantas sometidas a estrés por calor. Las plantas 
de girasol fueron cultivadas en medio sólido bajo condiciones de iluminación normales (C) 
y sometidas a estrés por calor mediante crecimiento a 40ºC (40ºC). A los tiempos que se 
indican en la figura se recogieron muestras de raíces y hojas primarias a las que se les 
determinó el contenido en azúcares solubles como se describe en el apartado 23.3 de 
Materiales y Métodos. En verde oscuro se muestran los resultados correspondientes a los 
niveles de sacarosa obtenidos en raíces y en verde claro los correspondientes a las hojas. 
Los valores representados son la media de dos experimentos independientes. 
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Figura 53. Contenido en aminoácidos totales de plantas sometidas a estrés por calor.
Las plantas de girasol fueron cultivadas en medio sólido bajo condiciones de iluminación 
normales (C) y sometidas a estrés por calor mediante crecimiento a 40ºC (40ºC). A los 
tiempos que se indican en la figura se recogieron muestras de raíces y de hojas primarias 
a las que se les determinó el contenido en aminoácidos como se describe en el apartado 
23.4 de Materiales y Métodos. En negro se muestran los resultados correspondientes a 
raíces y en rojo los correspondientes a hojas. Los valores representados son la media de 
dos experimentos independientes. 
 
HAS1 y HAS1.1. Como ocurrió en la raíz, la expresión del gen HAS2 en las hojas no se 
afectó significativamente por el cobre (Fig. 54).  
 Se midió el contenido en sacarosa y aminoácidos totales para investigar una 
posible relación de estos metabolitos con la regulación de los genes AS en plantas 
tratadas con exceso de cobre. En las Figuras 55 y 56 se muestran los datos 
correspondientes al contenido en sacarosa y aminoácidos totales, respectivamente, de 
las raíces y las hojas de plantas cultivadas en presencia de 20 µM de cobre. El 
tratamiento con cobre produjo un aumento del contenido en sacarosa en las raíces con 
respecto al control que fue especialmente pronunciado a partir de las 24 horas de 
tratamiento. La subida del contenido en sacarosa coincidió con la inducción de los genes 
HAS1 y HAS1.1 (Fig. 54). El aumento del contenido en sacarosa observado en las 
plantas control desde las 4 a las 24 horas es debido al tiempo de iluminación de las 
plantas durante ese período. Por este motivo, los valores encontrados a las 48 horas 
coinciden con los de las 24 horas, ya que las plantas llevan iluminadas el mismo período 
de tiempo. En las hojas se apreció un ligero descenso del contenido en sacarosa en las 
plantas tratadas con exceso de cobre con respecto a las plantas control. En la Figura 56 
se muestra el contenido en aminoácidos totales de las plantas cultivadas en presencia o 
ausencia de 20 µM de sulfato de cobre. En ella se observa que el exceso de cobre no 
produjo una variación significativa del nivel de aminoácidos en las raíces. En hojas los 
valores de aminoácidos de las plantas tratadas con exceso de cobre fueron siempre 
inferiores que los del control, si bien, a partir de las 24 horas de tratamiento esta 
diferencia se hizo muy pequeña. Debido a que las diferencias en el contenido de 
aminoácidos totales en las raíces entre las plantas control y las tratadas no son muy 
pronunciadas, mientras que sí aparecen diferencias visibles en la expresión de los genes 
HAS1 y HAS1.1, se podría pensar que no existe relación entre el contenido de 
aminoácidos y la expresión de los genes AS de girasol en ese tejido.  
4.6.4. Efecto de la carencia de nitrógeno sobre la expresión de los genes AS  
 La carencia de nitrógeno afecta a la expresión del gen HAS2 (apartado 4.5.1, Fig 
40). Para ampliar la investigación sobre el papel de los genes AS en situaciones de 
déficit de nitrógeno se procedió a realizar un nuevo experimento extendiendo el tiempo  
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Figura 55. Contenido en sacarosa de plantas tratadas con exceso de cobre. Las plantas 
de girasol fueron cultivadas en medio hidropónico bajo condiciones de iluminación normales 
en presencia (Cu) o ausencia (C) de 20 µM de sulfato de cobre. A los tiempos que se indican 
en la figura se recogieron muestras de raíces y de hojas primarias a las que se determinó el 
contenido en azúcares solubles como se describe en el apartado 23.3 de Materiales y 
Métodos. En verde oscuro se muestran los resultados correspondientes a los niveles de 
sacarosa obtenidos en raíces y en verde claro los correspondientes a las hojas. Los valores 
representados son la media de dos experimentos independientes.
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Figura 56. Contenido en aminoácidos totales de plantas tratadas con exceso de cobre.
Las plantas de girasol fueron cultivadas en medio hidropónico bajo condiciones de
iluminación normales en presencia (Cu) o ausencia (C) de 20 µM de sulfato de cobre. A 
los tiempos que se indican en la figura se recogieron muestras de raíces y de hojas 
primarias a las que se determinó el contenido en aminoácidos como se describe en el 
apartado 23.4 de Materiales y Métodos. En negro se muestran los resultados 
correspondientes a raíces y en  rojo los correspondientes a hojas. Los valores 
representados son la media de dos experimentos independientes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
de carencia de nitrógeno hasta 48 horas. Se cultivaron plantas de girasol en medio 
hidropónico bajo condiciones de iluminación normales y, a tiempo cero, se lavaron y se 
traspasaron las plantas a un medio sin fuente de nitrógeno. A las 0, 4, 12 y 48 horas de 
cultivo se recogieron muestras de raíces y de hojas primarias a las que se les extrajo el 
RNA, que se hibridó con sondas específicas de gen. Los resultados, que se muestran en 
la Figura 57, confirman el efecto positivo de la carencia de nitrógeno sobre la expresión 
del gen HAS2, tanto en raíces como en hojas. La inducción en raíces fue más temprana 
que en hojas, observándose un aumento de transcritos a las 4 y a las 12 horas, 
respectivamente. Esta inducción permaneció a lo largo del experimento en el caso de las 
raíces, mientras que en las hojas se produjo un descenso de los niveles de transcritos a 
las 48 horas (Fig. 57). Se detectó un aumento transitorio del nivel de transcritos del gen 
HAS1 en raíces a las 4 horas de tratamiento que después disminuyó hasta hacerse 
indetectable. Por último, la carencia de nitrógeno afectó negativamente a la expresión de 
HAS1.1 en raíces (Fig. 57). No se observó expresión de HAS1 ni de HAS1.1 en las hojas 
probablemente debido a la represión por  luz. 
 Está descrito que en plantas sometidas a déficit de nitrógeno se produce un 
aumento del contenido en azúcares (Hopkins, 1999). Con el fin de determinar si esto 
ocurre en nuestro caso, se midieron los niveles de azúcares solubles en las raíces y en 
las hojas de las plantas mantenidas en ausencia de fuente de nitrógeno. En la Tabla 
siguiente y en las Figuras 58 y 59 se muestran los resultados obtenidos. 
 
Tabla IX. Azúcares solubles contenidos en plantas privadas de fuente de nitrógeno, 
expresados en µmoles/g Peso Fresco. 
 
Glucosa Fructosa Sacarosa 
Muestras 
Raíces Hojas Raíces Hojas Raíces Hojas 
0 horas sin N 1,115 0,415 0,450 0,176 2,540 2,515 
4 horas sin N 2,559 0,410 1,290 0,290 3,510 3,735 
12 horas sin N 5,160 0,815 1,530 0,385 3,235 4,735 
48 horas sin N 22,095 3,030 7,335 0,715 2,280 3,420 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 58. Contenido en azúcares solubles de raíces de plantas mantenidas en 
ausencia de fuente de nitrógeno. Las plantas de girasol fueron cultivadas en medio 
hidropónico bajo condiciones de iluminación normales y transferidas, a tiempo cero, a 
un medio sin fuente de nitrógeno. A los tiempos que se indican en la figura se 
recolectaron muestras de raíces a las que se determinó el contenido en azúcares 
solubles como se describe en el apartado 23.3 de Materiales y Métodos. En negro se 
muestran los resultados correspondientes a la glucosa, en rojo los de la fructosa y en 
verde los de la sacarosa. En la gráfica de puntos se representan los azúcares totales 
como suma de los valores de glucosa, fructosa y sacarosa obtenidos. Los valores 
representados son la media de dos experimentos independientes. 
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Figura 59. Contenido en azúcares solubles de hojas de plantas mantenidas en 
ausencia de fuente de nitrógeno. Las plantas de girasol fueron cultivadas en medio 
hidropónico bajo condiciones de iluminación normales y transferidas, a tiempo cero, a 
un medio sin fuente de nitrógeno. A los tiempos que se indican en la figura se 
recolectaron muestras de hojas primarias a las que se determinó el contenido en 
azúcares solubles como se describe en el apartado 23.3 de Materiales y Métodos. En 
negro se muestran los resultados correspondientes a la glucosa, en rojo los de la 
fructosa y en verde los de la sacarosa. En la gráfica de puntos se representan los 
azúcares totales como suma de los valores de glucosa, fructosa y sacarosa obtenidos. 
Los valores representados son la media de dos experimentos independientes. 
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Figura 60. Contenido en aminoácidos totales de plantas mantenidas en ausencia de 
fuente de nitrógeno. Las plantas de girasol fueron cultivadas en medio hidropónico bajo 
condiciones de iluminación normales y transferidas, a tiempo cero, a un medio sin fuente de 
nitrógeno. A los tiempos que se indican en la figura se recolectaron muestras de raíces y de 
hojas primarias a las que se determinó el contenido en aminoácidos como se describe en el 
apartado 23.4 de Materiales y Métodos. En negro se muestran los resultados 
correspondientes a raíces y en rojo los correspondientes a hojas. Los valores representados 
son la media de dos experimentos independientes. 
Se observó un aumento, tanto en raíces como en hojas, de todos los azúcares 
medidos a lo largo del tratamiento excepto de la sacarosa, para la que la tendencia al 
aumento se invirtió al final del tratamiento.  
Para determinar el efecto de la deficiencia de nitrógeno a la que están sometidas 
las plantas sobre su contenido en aminoácidos totales, se determinó la cantidad de estos 
compuestos en las raíces y en las hojas de dichas plantas. Los resultados se pueden ver 
en la Figura 60. En ella se aprecia que en las raíces hubo un descenso generalizado de 
los niveles de aminoácidos, especialmente pronunciado a las 48 horas. En las hojas se 
observaron valores similares de aminoácidos a lo largo del experimento, si bien, cabe 
destacar una leve subida a las 12 horas, que coincide con el aumento de la expresión de 
HAS2 en ese tejido.  
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1. LA FAMILIA DE GENES QUE CODIFICA LA ASPARRAGINA SINTETASA 
DE GIRASOL  
En las plantas, la asparragina sintetasa está codificada por un número variable de 
genes. La mayoría de las especies estudiadas hasta la fecha poseen un solo gen para la 
AS. Dos genes homólogos codifican esta enzima en algunas plantas leguminosas como 
el guisante (AS1 y AS2, Tsai y Coruzzi, 1990), Lotus japonicus (LJAS1 y LJAS2, 
Waterhouse et al., 1996), la soja (SAS1 y SAS2, Hughes et al., 1997) y la judía (PVAS1 y 
PVAS2, Osuna et al., 1999 y 2001). Excepcionalmente, Arabidopsis thaliana contiene 
tres genes AS: ASN1, aislado en primer lugar mediante hibridación con sondas 
heterólogas (Lam et al., 1994), y ASN2 y ASN3, aislados posteriormente por 
complementación de una levadura auxótrofa para la asparragina (Lam et al., 1998). El 
hecho de que una planta con un genoma pequeño como Arabidopsis contenga tres genes 
AS nos sugirió la posibilidad de la existencia de múltiples genes AS en el girasol.  
Para identificar los genes que codifican la AS de girasol empleamos una 
estrategia experimental orientada al aislamiento de múltiples secuencias AS. Dicha 
estrategia está basada en la amplificación mediante PCR del cDNA sintetizado a partir 
del RNA aislado de diferentes órganos en los que suceden procesos de asimilación, 
reasimilación y translocación de nitrógeno, que pueden inducir la expresión de 
diferentes genes AS. De esta forma hemos identificado en el girasol tres genes 
homólogos, HAS1, HAS1.1 y HAS2, que codifican tres isoformas de la AS, y hemos 
aislado y caracterizado estructural y funcionalmente sus cDNA.  
Las familias multigénicas son un hecho frecuente en los genomas de las plantas, 
habiéndose descrito para otras enzimas del metabolismo del nitrógeno como la nitrato 
reductasa (NR; EC 1.6.6.1) y la glutamina sintetasa (GS; EC 6.3.2.1). La primera está 
codificada por dos genes en Arabidopsis y tabaco (Cheng et al., 1986 y 1988; Wilkinson 
y Crawford, 1993; Scheible et al., 1997a y 1997b) y la segunda está codificada por 
cuatro, cinco y seis isogenes en Arabidopsis, girasol y maíz, respectivamente (Peterman 
y Goodman, 1991; Li et al., 1993; Montenegro et al., 1998). La presencia de más de dos 
genes AS, en el girasol y en Arabidopsis, dos especies muy lejanamente relacionadas, 
sugiere la existencia de múltiples genes AS en muchas otras plantas.  
Las técnicas clásicas para el aislamiento de genes basadas en la evaluación de 
genotecas con sondas heterólogas tienen un alto coste en términos de tiempo invertido y 
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dificultad del trabajo experimental, que dificulta el aislamiento de múltiples genes en 
comparación con técnicas más resolutivas como la PCR, más rápida y sencilla. El 
empleo de técnicas clásicas explica, en parte, que en la mayoría de las especies 
estudiadas no se haya encontrado más de un gen AS. 
 
1.1. Caracterización molecular de tres secuencias que codifican AS en el girasol 
Las secuencias de los tres cDNA para la AS que se han aislado de girasol 
contienen una fase abierta de lectura que codifica un polipéptido AS, como se deduce de 
su gran similitud con otras AS de plantas, tanto en identidad de secuencia (Tabla V; Fig. 
10), longitud y otros parámetros moleculares (Tabla IVA y B) (Tsai y Coruzzi, 1990; 
Lam et al., 1994; Chevalier et al., 1996; Waterhouse et al., 1996; Hughes et al., 1997; 
Shi et al., 1997; Lam et al., 1998; Osuna et al., 1999 y 2001). Además, los polipéptidos 
codificados por HAS1 y HAS2 han demostrado su funcionalidad complementando la 
deficiencia genética de una estirpe de E. coli auxótrofa para la asparragina (Fig. 19). 
En E. coli se encuentran dos genes que codifican asparragina sintetasas de 
diferente origen evolutivo: asnA codifica una AS dependiente de amonio (Nakamura et 
al., 1981), mientras que asnB codifica una AS dependiente de glutamina (Scofield et al., 
1990), si bien, ésta puede utilizar amonio como sustrato alternativo (Richards y 
Schuster, 1998). En levaduras, la AS dependiente de amonio y la dependiente de 
glutamina son también codificadas por dos genes diferentes (Ramos et al., 1980). Sin 
embargo, en plantas y animales, todas las AS que se han caracterizado utilizan 
glutamina preferentemente (Sieciechowics et al., 1988), si bien algunas como la de maíz 
también pueden usar amonio con igual eficiencia (Stulen y Oaks, 1977; Oaks y Ross, 
1983; Chevalier et al., 1996).  
La determinación de la especificidad de sustrato de la AS de plantas se ha 
conseguido, en la mayoría de los casos, mediante la comparación de las secuencias de 
aminoácidos deducidas de los polipéptidos AS con las de otras enzimas que emplean 
glutamina como sustrato. En general, debido a la inestabilidad de la AS de plantas in 
vitro (Huber y Streeter, 1985; Ta et al., 1989) y a la presencia de inhibidores endógenos 
y actividad asparraginasa contaminante en los extractos crudos (Joy et al., 1983), que 
dificultan la obtención de preparaciones purificadas de esta enzima, no ha sido posible 
realizar una caracterización bioquímica completa de estas enzimas. Tan sólo un número 
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muy limitado de AS de plantas se han caracterizado a nivel bioquímico, como es el caso 
de Lupinus (Rognes, 1970, 1975 y 1980); soja (Streeter, 1973; Huber y Streeter, 1985); 
alfalfa (Twary et al., 1994) y maíz (Stulen y Oaks, 1977; Oaks y Ross, 1983; 
Brouquisse et al., 1992; Dembinski et al., 1996a y 1996b). En plantas como el arroz tan 
sólo se ha logrado medir la actividad AS in vitro (Nakano et al., 2000; Kawachi et al., 
2002), sin que se haya realizado una caracterización bioquímica más profunda. Por esta 
razón apenas existen datos bioquímicos directos sobre la especificidad de sustrato. Las 
AS caracterizadas emplean glutamina preferentemente, si bien se ha demostrado que la 
AS de maíz puede emplear con la misma eficiencia tanto glutamina como amonio  
(Stulen y Oaks, 1977; Oaks y Ross, 1983; Chevalier et al., 1996). Brears et al. (1993) 
demostró que la AS codificada por el gen AS1 de guisante, cuya región de unión a la 
glutamina fue inutilizada por mutación, podía emplear amonio para sintetizar 
asparragina. En este sentido, las proteínas de fusión GST-HAS1 y GST-HAS2 podrían 
tener inutilizada la región de unión a glutamina debido a la cercanía de la cisteína 1 a la 
glutatión S-transferasa, lo que provocaría que no se acercara correctamente al resto de 
los aminoácidos que forman dicha región y no podría emplear glutamina como sustrato 
en la catálisis. A pesar de ésto, las proteínas son funcionales (Fig. 21) e incluso 
complementan la estirpe ER de E. coli, auxótrofa para la asparragina (Fig. 19), por lo 
que, de no emplear glutamina, utilizarían amonio como sustrato alternativo. En general,  
las AS estudiadas pueden usar amonio, aunque generalmente con menos eficiencia que 
la glutamina.  
El análisis de la secuencia peptídica revela que todas las AS clonadas de plantas 
son homólogas a asnB de E. coli, lo que está de acuerdo con los escasos datos 
bioquímicos existentes.  
La posesión de la llamada tríada de unión a la glutamina, consistente en tres 
residuos aminoacídicos (Cys1, Asp29 e His101; Mei y Zalkin, 1989) conservados en otras 
enzimas que emplean glutamina como donador de grupos amido, como la glutamina 
fosforribosil pirofosfato amidotransferasa (GPRPP amidotransferasa; EC 2.4.2.14), ha 
sido el principal criterio para clasificar a una asparragina sintetasa como una 
amidotransferasa dependiente de glutamina, en lugar de dependiente de amonio (Lam et 
al., 1994; Chevalier et al., 1996; Waterhouse et al., 1996; Eason y King, 1997; Hughes 
et al., 1997; Shi et al., 1997; Lam et al., 1998; Eason et al., 2000; Kasai et al., 2000; 
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Nakano et al., 2000). Estudios posteriores han demostrado que las cadenas laterales de 
los aminoácidos Asp29 e His101 están demasiado alejadas de la Cys1 para participar en la 
catálisis (Smith et al., 1994; Zalkin y Smith, 1998), poniendo en duda la fiabilidad de 
este criterio. Paralelamente, se ha demostrado que las amidotransferasas de tipo Ntn 
(“NH2-terminal nucleophile”; Zalkin y Smith, 1998) pueden emplear glutamina gracias 
a la presencia de nueve residuos aminoacídicos invariantes (Cys1-Arg26-Gly27-Gly32-
Arg73-Pro86-Asn101-Gly102-Asp127, numeración según GPRPP amidotransferasa) que 
forman un verdadero dominio de unión a la glutamina (Zalkin y Smith, 1998). La 
presencia de todos los residuos esenciales de este dominio de unión a la glutamina se 
confirmó tanto en los tres polipéptidos AS de girasol (Cys1-Arg30-Gly31-Gly36-Arg49-
Pro61-Asn74-Gly75-Asp99, numeración según HAS1) (Fig. 11A) como en el resto de las 
AS de plantas (Fig. 10, aminoácidos sombreados en naranja). Ésto permite clasificar a 
todas las AS examinadas como genuinas amidotransferasas dependientes de glutamina 
de la familia Ntn, incluida la AS2 de guisante donde los residuos esenciales de la tríada 
de unión a glutamina no están conservados (Tsai y Coruzzi, 1990; Lam et al., 1994). 
Estudios muy recientes realizados con la asparragina sintetasa dependiente de glutamina 
de E. coli, asnB (Larsen et al., 1999) han demostrado que las amidotransferasas de tipo 
Ntn emplean para la unión a la glutamina, además de los nueve residuos aminoacídicos 
ya mencionados, otros seis nuevos residuos (Leu50-Ser51-Ile52-Val53-Gln76-Cys99, 
numeración según asnB). Todos estos residuos se encuentran presentes en los tres 
polipéptidos AS de girasol (Leu50-Ala51-Ile52-Ile53-Gln76-Cys100, numeración según 
HAS1) y en todas las otras AS de plantas examinadas, si bien hay que destacar que la 
serina 51 ha sido sustituida por una alanina en todas las AS de plantas, la isoleucina 52 
ha sido reemplazada por una valina en HAS1 y ASN1, y que la valina 53 ha sido 
sustituida por una isoleucina en algunas AS de plantas, entre las que se encuentran los 
polipéptidos HAS1 y HAS1.1 (Fig. 10, aminoácidos sombreados en malva y Fig. 11B). 
Estos nuevos aminoácidos confirman que tanto las AS de girasol como las de las demás 
plantas comparadas pertenecen a la familia de las amidotransferasas de tipo Ntn.   
También se encuentran conservados en las AS de girasol, y en las de las demás 
plantas estudiadas, los aminoácidos que participan en la unión a otros sustratos. Entre 
ellos están las treoninas 317 y 318 y la arginina 320 (numeración según HAS1), que 
participan en la unión del aspartato y la formación de β-aspartil-AMP por la AS 
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dependiente de glutamina de E. coli, asnB (Boehlein et al., 1997a). Otro aminoácido 
también implicado en proporcionar la correcta orientación del aspartato para la reacción 
con el ATP unido a la enzima es la cisteína 524 (numeración según HAS1) (Boehlein et 
al., 1997b), que se encuentra conservada en todas las AS comparadas menos en la 
enzima humana y en la de Sandersonia. La región comprendida entre las serinas 234 y 
239 (numeración según HAS1) se encuentra conservada en todas las AS comparadas y 
en otras enzimas que hidrolizan ATP hasta AMP y pirofosfato como la GMP sintetasa 
(Mäntsäla y Zalkin, 1992), la argininosuccinato sintetasa (Ratner, 1973; Surh et al., 
1988) y la ATP sulfurilasa (Leyh et al., 1992). Esta región se ha propuesto como el 
lugar de unión al pirofosfato de la AS dependiente de glutamina de E. coli, asnB (Zalkin 
y Smith, 1998). Por último, datos muy recientes demuestran que el resto de AMP se fija 
a la enzima de E. coli mediante interacción con la serina 346, la valina 272, la leucina 
232 y la glicina 347 (numeración según asnB) (Larsen et al., 1999). Todos estos 
aminoácidos están conservados en las AS de girasol y en las de las demás plantas 
estudiadas, a excepción de la valina 272, que en HAS2 y en la ASN2 y ASN3 de 
Arabidopsis, la AS de arroz y la AS de maíz, ha sido sustituida por una isoleucina (Fig. 
10). El hecho de que estos residuos aminoacídicos estén presentes en prácticamente 
todas las AS analizadas, es coherente con una participación decisiva en la actividad 
catalítica.  
A partir de las secuencias de los polipéptidos de la AS de girasol, se dedujeron 
tanto las estructuras secundarias como las regiones flexibles, los perfiles de 
hidrofobicidad y la probabilidad de superficie (Figs. 13 y 14). Los polipéptidos HAS1 y 
HAS1.1 difieren del polipéptido HAS2 en su estructura secundaria (regiones en α-
hélice y en hoja plegada β, regiones de giro y estructura enrollada). En cambio, 
presentan un gran parecido en los perfiles de hidrofobicidad y de probabilidad de 
superficie. El bajo número de residuos aminoacídicos hidrofóbicos que se observan en 
los perfiles de hidrofobicidad de los polipéptidos HAS1, HAS1.1 y HAS2 sugiere una 
localización citoplasmática para estas AS.  
Al igual que ocurre con los perfiles de hidrofobicidad y probabilidad de 
superficie, las estructuras terciarias de los polipéptidos HAS1, HAS1.1 y HAS2, 
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deducidas en base a la comparación de sus secuencias con la secuencia de la asnB de E. 
coli, son muy similares (Figs. 15, 16, 17 y 18). 
Investigaciones de la estructura terciaria y cuaternaria de la AS dependiente de 
glutamina de E. coli, asnB (Larsen et al., 1999), han permitido identificar dos dominios 
estructural y funcionalmente diferentes, el dominio N-terminal o glutaminasa (de Ala1 a 
Asp194) y el dominio C-terminal, aceptor o sintetasa (de Trp195 a Gly516) (Richards y 
Schuster, 1998; Zalkin y Smith, 1998; Larsen et al., 1999). En cada uno de estos 
dominios se sitúa un sitio activo, el de unión a glutamina, en el dominio N-terminal, y el 
de unión a aspartato y a AMP, en el dominio C-terminal. Ambos dominios se 
encuentran conectados a través de un túnel molecular formado por un pequeño número 
de residuos aminoacídicos (Met120-Ile143-Pro144-Leu232-Met329-Ser346-Glu348-Ala388-
Met392-Ser393-Ala399-Val401, numeración según asnB), a través del cual debe viajar el 
grupo amido desde la glutamina al aspartato. En los tres polipéptidos AS de girasol se 
han identificado los dominios N y C terminales y se han localizado los residuos 
aminoacídicos que forman el túnel molecular de unión entre los sitios activos de cada 
dominio, encontrándose que la isoleucina 143 y la metionina 392 han sido sustituidas 
por dos treoninas en los tres polipéptidos. Además, en HAS1 y HAS1.1, la prolina 144 
ha sido sustituida por una serina (Figs. 11C y 18). Por este motivo, proponemos que los 
tres genes AS de girasol, al igual que asnB de E. coli, presentan este túnel molecular de 
unión entre los dos dominios. 
Sobre un fondo estructural semejante, aparecen diferencias que distinguen las 
tres asparragina sintetasas de girasol. HAS1 y HAS1.1 son genes gemelos que codifican 
polipéptidos altamente homólogos (92% de identidad de secuencia), casi de la misma 
longitud (591 y 589 aminoácidos, respectivamente). El polipéptido HAS1 posee más 
aminoácidos en común con el resto de las AS de plantas que HAS1.1 (Fig. 10), lo que 
sugiere que, en la evolución de esta familia génica, HAS1 es anterior a HAS1.1. El 
polipéptido HAS1 se distingue de HAS1.1 y HAS2 por presentar una adición de dos 
aminoácidos en las posiciones 88 y 89 (Fig. 9). Éste no es un hecho aislado, ya que las 
dos AS del guisante, AS1 y AS2, también se diferencian en una adición, en este caso de 
un solo aminoácido (Ile200), presente en AS1 y ausente en AS2 (Fig. 10). 
La existencia de genes AS homólogos, casi redundantes, parece ser una regla 
general en el genoma de las plantas, comprobándose en todas las especies para las que 
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se han descrito dos genes AS, como el guisante (AS1 y AS2, Tsai y Coruzzi, 1990), 
Lotus (LJAS1 y LJAS2, Waterhouse et al., 1996), la soja (SAS1 y SAS2, Hughes et al., 
1997) y la judía (PVAS1 y PVAS2, Osuna et al., 1999 y 2001).  
El tercer gen AS encontrado en girasol, HAS2, codifica un polipéptido que 
muestra una mayor identidad de secuencia con las AS de otras especies de plantas que 
con las otras AS de girasol (Tabla V). La principal diferencia de HAS2 con HAS1 y 
HAS1.1 (84,4 % de identidad de secuencia) es la carencia de la región variable del 
extremo C-terminal. Las demás diferencias son cambios puntuales de aminoácidos que 
se hallan repartidos por toda la región conservada sin afectar a los residuos esenciales 
para la catálisis, a excepción de la valina 272, implicada en el anclaje del AMP, que ha 
sido sustituida por una isoleucina.  
HAS2, junto con ASN2 y ASN3 de Arabidopsis y las AS de arroz y de maíz, 
constituyen un grupo dendrítico aparte del resto de las AS de plantas, que están 
contenidas en otro grupo (Fig. 12). La división de las AS de plantas en dos grandes 
grupos, el grupo de las AS de arroz y maíz (monocotiledóneas), y el resto de las AS 
examinadas por los autores (dicotiledóneas), fue descrita por primera vez por Shi et al. 
(1997). La inclusión de las AS de Arabidopsis, ASN2 y ASN3, en el grupo de las 
monocotiledóneas por Lam et al. (1998) demostró que la existencia de este grupo no 
obedecía a propiedades exclusivas de las AS de monocotiledóneas. El antiguo grupo de 
las monocotiledóneas pasó a llamarse grupo II, denominándose grupo I al que incluía la 
mayoría de las AS de plantas, consistente en diez AS de especies de las familias 
Liliaceae, Fabaceae y Brassicaceae, empleadas en la comparación (Lam et al., 1998). 
Nosotros hemos extendido esta comparación hasta 23 AS de plantas, incluyendo 
representantes de familias lejanamente emparentadas como la Asteraceae (girasol), 
Elaeagnaceae (Elaeagnus) y Orobanchaceae (Triphysaria) y hemos confirmado la 
existencia de dos grandes clases de AS en plantas, identificando nuevos miembros de 
cada clase (Fig. 12). 
Se ha propuesto una segunda clasificación de las AS de plantas en AS de tipo I y 
de tipo II para diferenciar AS de secuencia muy semejante (Osuna et al., 2001). Nuestra 
comparación de secuencias confirma esta división, mostrando que ambos tipos I y II son 
subgrupos del grupo I (Fig. 12) que atañen, exclusivamente, a las AS de leguminosas. 
Puesto que la nomenclatura actual para los distintos tipos de AS es un tanto confusa 
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(grupo I y II, tipo I y II) nos gustaría sugerir un cambio de denominación para llamar 
AS de la clase I o de la clase II a las pertenecientes a los grupos principales y AS de tipo 
a o tipo b a las denominadas tipo I y II de leguminosas. 
La estructura primaria de las AS de la clase II no difiere grandemente de las 
demás AS. A pesar de conformar un grupo dendrítico claramente separado, no se ha 
encontrado ningún fragmento grande de secuencia o dominio que sea específico de la 
clase II. De hecho, el número de aminoácidos específicos de esta clase es pequeño 
(Lys131; Phe157; Ala163; Ser165; Leu187; Thr264 e Ile267, numeración según HAS2) y, salvo 
en el caso de la isoleucina 267, ninguno representa una alteración de los residuos 
considerados importantes para la catálisis (Fig. 10). El subgrupo de la clase II 
proveniente de plantas dicotiledóneas tiene dos posiciones únicas más (Gln170 y Met172, 
numeración según HAS2) que las diferencian no sólo de las de clase I, sino de las AS de 
clase II de plantas monocotiledóneas, prueba de su evolución por separado. Por último, 
en las AS de la clase II se distinguen catorce posiciones más, que, aunque no son 
exclusivas de esta clase, están ocupadas por aminoácidos muy poco frecuentes en las 
AS de la clase I y que contribuyen a su distinción como grupo (Ile21; Arg29; Tyr64; 
Lys89; Glu100; Met120; Ala135; Ile142; Pro144; Lys216; His248; Glu305; Glu366 y Trp414, 
numeración según HAS2). Las diferencias entre los polipéptidos de las clases I y II no 
son, como se ha visto, ni demasiado numerosas, ni se encuentran concentradas en 
regiones particulares, ni afectan aminoácidos claves para el funcionamiento de la 
enzima, lo que indica que ambas clases conforman enzimas estructural y catalíticamente 
semejantes. La compararación de los perfiles de hidrofobicidad y probabilidad de 
superficie (Fig. 14) de los polipéptidos HAS1 y HAS1.1 (clase I) y HAS2 (clase II) y de 
sus estructuras terciarias (Figs. 15, 16, 17 y 18) confirma la similitud de los polipéptidos 
de ambas clases en el girasol. 
Sin embargo, puesto que no se han realizado pruebas bioquímicas comparativas, 
no es posible descartar que alguna de las diferencias encontradas afecte a las 
propiedades catalíticas de las enzimas.  
No existen peculiaridades específicas de grupo en la región C-terminal variable 
de las AS de plantas de la clase II, una región muy poco conservada que parece haber 
acumulado muchas diferencias a lo largo de la evolución de cada especie (Fig. 10). 
Tampoco es la presencia o ausencia de la región C-terminal variable lo que diferencia a 
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las AS de la clase II de las de la clase I, al encontrarse representantes de ambas clases 
que poseen o carecen de esta región (Fig. 10), si bien las secuencias de la clase II son 
más cortas que las de la clase I en dicotiledóneas.  
La similitud entre AS de la clase I y II es lo suficientemente elevada como para 
proponer que los genes que las codifican hayan derivado de la duplicación de un 
antecesor común, probablemente semejante al gen asnB de E. coli. Esta duplicación 
debió suceder antes de la separación de las plantas en especies monocotiledóneas y 
dicotiledóneas, ya que ambas clases de AS se encuentran en los dos tipos de plantas 
(Fig. 12). Duplicaciones génicas más recientes, que han afectado a un número menor de 
especies, han debido originar los dos tipos de AS de leguminosas y los genes gemelos 
HAS1 y HAS1.1 de girasol. 
En cuanto a la antigüedad de las clases I y II, un primer indicio se obtiene a 
partir de su relación con la AS dependiente de glutamina de E. coli, asnB. Al comparar 
cada tipo, las AS de clase II se parecen más a asnB que las de clase I, sugiriendo que la 
clase II es más antigua. Las secuencias AS de plantas más parecidas a asnB son por 
orden: la AS de arroz (66,13% de identidad de secuencia), ASN2 (65,59% de identidad 
de secuencia), ASN3 (65,23% de identidad de secuencia) y la AS de maíz (65,23% de 
identidad de secuencia). En esta escala de parentescos, HAS2 ocupa un sexto lugar 
después de otras AS de la clase I, no siendo el mejor exponente de la relación estudiada. 
Si bien, con respecto a las demás AS de girasol, HAS2 es la más parecida a asnB, con 
un 64,5% de identidad de secuencia, frente a HAS1, con un 63,8%, y a HAS1.1, con un 
62,7%.  
La carencia de la región variable del extremo carboxilo terminal, típica de las 
AS de plantas, es una característica distintiva del polipéptido codificado por HAS2 (Fig. 
9). La deleción de un único nucleótido explica la aparición de un codón de paro 
prematuro que da lugar al polipéptido truncado HAS2 (Fig. 8). Además, setenta y cuatro 
nucleótidos más adelante de este codón de paro prematuro se encuentra, en fase, otro 
codón de paro, que está cuatro aminoácidos antes de los codones de paro de HAS1 y 
HAS1.1. La traducción del mensajero hasta este segundo codón de paro daría lugar a un 
polipéptido que incorporaría la región C-terminal variable (Fig. 8). Todo esto sugiere 
que HAS2 deriva, mediante la pérdida de un solo nucleótido, de una secuencia anterior 
que codificaría una AS completa, incluyendo la región C-terminal variable, aunque algo 
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más corta que HAS1 y HAS1.1. Diferencias de longitud semejantes se pueden encontrar 
entre distintas AS de otras especies. Por ejemplo, ASN1 (clase I) de Arabidopsis es seis 
aminoácidos mayor que ASN2 o ASN3 (clase II). 
Un hecho interesante es que la pérdida de la región C-terminal variable ha 
sucedido tanto en AS de clase I como de clase II. Mientras que HAS2 representa a las 
AS de clase II que carecen de región C-terminal variable, la AS de Sandersonia es el 
ejemplo de AS de clase I que también carecen de esta región  (Fig. 10).  
La región variable del extremo carboxilo terminal de las AS es una zona muy 
pobremente conservada para la que no se han descrito funciones esenciales. A pesar de 
ello, esta región se mantiene en la mayoría de las AS de plantas sugiriendo su 
participación en una función desconocida. Hasta el presente no se habían presentado 
pruebas directas para descartar la funcionalidad de la región C-terminal variable. En 
este caso, la capacidad del polipéptido truncado HAS2 para complementar la deficiencia 
genética de una estirpe de E. coli auxótrofa para la asparragina (Fig. 19), demuestra la 
ausencia de funciones esenciales para la catálisis en esta parte de la proteína. De hecho, 
la asparragina sintetasa dependiente de glutamina de E. coli, asnB, una enzima 
funcional (Larsen et al., 1999) homóloga a las AS de plantas, carece de región C-
terminal variable (Fig. 10).  
Dada la falta de función catalítica de la región C-terminal variable, es probable 
que las primitivas AS, como la de E. coli, terminaran antes de esta región y que las 
versiones largas, más modernas, se hayan generado mediante la extensión de la región 
codificante hacia las secuencias 3’ no traducidas. La desaparición del codón de paro 
original y su sustitución por el siguiente, al final de la ahora conocida como región C-
terminal variable, es la explicación más probable de su origen. El origen a partir de 
secuencias no traducidas está de acuerdo con el carácter variable de esta región y su 
falta de funcionalidad.  
La adquisición de la región C-terminal variable debió suceder tempranamente, 
ya que está muy extendida en las plantas y se encuentra tanto en monocotiledóneas 
como en dicotiledóneas.  
A lo largo de la diversificación de las especies de plantas, y debido a la falta de 
función de la región C-terminal variable, ha sido posible la aparición y mantenimiento 
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de nuevas formas cortas de la AS por aparición de codones de paro prematuros, 
cercanos al sitio original de terminación.  
La mayoría de las AS de plantas poseen la región C-terminal variable, 
únicamente HAS2 y la AS de Sandersonia son versiones cortas que carecen de ella. 
Ésto sugiere que el punto de partida común a las plantas fue la versión larga y que las 
versiones cortas son tan recientes, como infrecuentes. Ambas secuencias no tienen la 
misma longitud, lo que indica que los acortamientos sucedieron de forma independiente 
y no son la forma ancestral heredada de organismos más primitivos. Las secuencias de 
HAS2 y la AS de Sandersonia son, por tanto, casos particulares más modernos de AS 
que las versiones largas habituales de plantas.  
De acuerdo con nuestro estudio, las plantas angiospermas debieron heredar una 
versión larga de la AS que incluía la reción C-terminal variable, quizás más semejante a 
HAS2 que a HAS1, que se formó a partir de una AS más corta semejante a la que se 
encuentra en microorganismos. Prueba de ello es la elevada identidad de secuencia 
existente entre la AS de plantas y la AS asnB de E. coli (Lam et al., 1994). 
Posteriormente, esta versión larga se duplicó, también antes de la separación de mono y 
dicotiledóneas, para dar las dos grandes clases de AS (I y II). Por último, a lo largo de la 
evolución, en determinadas especies de plantas han aparecido y conservado formas 
cortas de la AS que se han originado tanto a partir de AS la clase I como de la clase II 
por pérdida de la región C-terminal variable (Fig. 61).  
 
2. EXPRESIÓN DE LOS GENES QUE CODIFICAN LA ASPARRAGINA 
SINTETASA DE GIRASOL 
La expresión diferencial de los miembros de una familia génica, que afecta a la 
distribución temporal y espacial de los productos de cada gen, es una prueba inequívoca 
de su especialización. Los genes que codifican AS en plantas forman familias muy 
pequeñas, la mayoría con sólo dos miembros, que exhiben patrones de expresión muy 
semejantes, indicando un grado de especialización bajo (Tsai y Coruzzi, 1990; Lam et 
al., 1994 y 1998; Waterhouse et al., 1996; Hughes et al., 1997; Osuna et al., 1999 y 
2001).  
El grado de especialización de la familia génica AS de girasol se ha investigado 
analizando la expresión de cada uno de sus miembros en diferentes situaciones.
Arabidopsis
Girasol
Leguminosas
(tipo a y b)
Sandersonia
Espárrago
Arroz
Maíz
E. coli (asnB)
MONOCOTILEDÓNEAS DICOTILEDÓNEAS
PLANTASMICROORGANISMOS
AS ancestral
II v (ASN2, ASN3)
I v (ASN1)
II (HAS2)
I v (HAS1,HAS1.1)
I v
I vI
II
II v
II v
II
Aumento de longitud
II v
II v
I v
Duplicación
Figura 61. Esquema propuesto para el origen y la evolución de las AS de plantas. La región 3’ variable viene dibujada en zig-zag al 
final del dibujo que representa la secuencia de las AS para cada especie. La flecha indica la posición del codón de terminación. Las AS que 
contienen la región variable están marcadas con la letra v. I: secuencias relacionadas con las AS de la clase I. II: secuencias relacionadas con 
las AS de la clase II.
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Además de diferencias en la estructura primaria, los genes HAS1, HAS1.1 y 
HAS2 muestran patrones de expresión distintos dependiendo del órgano, las condiciones 
fisiológicas y ambientales, y el estado de desarrollo. 
Empleando técnicas clásicas, basadas en la hibridación con sondas marcadas, 
para determinar la abundancia de transcritos de los genes AS de girasol se concluyó que 
la expresión de HAS1 y HAS1.1 estaba restringida a unos pocos órganos, básicamente, 
las hojas de plantas adaptadas a la oscuridad durante 48 horas y las raíces de las plantas 
iluminadas, siendo sus transcritos indetectables en las hojas de plantas iluminadas, en 
los tallos y en los cotiledones de semillas en germinación (Carrasco Ballesteros, 2000). 
De hecho, la limitación de la expresión a unos pocos órganos y la represión por luz son 
los dos rasgos más frecuentes de la regulación de los genes AS de plantas. Efectos 
negativos de la luz en la expresión de los genes AS se han descrito en guisante, tabaco, 
Nicotiana plumbaginifolia (Tsai y Coruzzi, 1991), alfalfa (Shi et al., 1997), Arabidopsis 
(Lam et al., 1998) y judía (Osuna et al., 2001). 
En este trabajo hemos empleado una técnica más resolutiva, basada en la 
amplificación de fragmentos de cDNA, (RT-PCR), que permite detectar cantidades muy 
pequeñas de transcritos. Con estos medios hemos encontrado que los genes HAS1 y 
HAS1.1 se expresan, con diferente intensidad, en casi todos los órganos estudiados, 
incluyendo las hojas de plantas iluminadas, los cotiledones de semillas en germinación, 
los cotiledones senescentes y las inflorescencias, lo que amplía considerablemente la 
idea de la distribución de la expresión de estos genes en la planta (Fig. 22A). Si bien, la 
relevancia fisiológica de las pequeñas cantidades de transcritos que se han detectado en 
algunos de estos tejidos es cuestionable.  
Aunque ahora sabemos que la expresión de los genes HAS1 y HAS1.1 en las 
hojas no está totalmente reprimida por la luz, la cantidad de transcritos que se acumulan 
en condiciones de oscuridad es, comparativamente, mucho mayor (Figs. 22 y 27). Por 
este motivo, los genes HAS1 y HAS1.1 deben considerarse como fuertemente 
reprimibles por la luz. La acumulación de transcritos en ausencia de luz no sólamente 
tiene lugar tras períodos prolongados de oscuridad (24, 48, 72 horas), como se ha 
descrito hasta ahora para todos los genes AS de plantas, sino que, en el girasol, también 
es efectiva en el contexto cotidiano de un ciclo diario, con un fotoperíodo de 12 horas. 
A   lo  largo  de  un  ciclo  diario  de  estas   características   se   observan   fluctuaciones  
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significativas de los niveles de transcritos de HAS1 relacionadas con las transiciones 
luz/oscuridad. En el girasol, la regulación por luz de los genes AS es efectiva en el 
contexto diario además de en situaciones extremas (Figs. 27 y 32).  
La represión por luz de los genes AS es coherente con el papel de la asparragina 
como transportador de nitrógeno preferente en situaciones de déficit de carbono como la 
que tiene lugar en ausencia de luz (Sieciechovicz et al., 1988). Sin embargo, este 
modelo de expresión no explica igualmente bien cómo se satisfacen las necesidades de 
asparragina de procesos que ocurren en la luz como la fotorrespiración -donde la 
asparragina actúa como donador de grupos amino para la síntesis de glicina-, la síntesis 
de proteínas (Ta et al., 1984; Sieciechowicz et al., 1988) o la eliminación del exceso de 
amonio (Givan, 1979). En relación con esto hay que señalar que HAS2 no sigue el 
patrón de expresión típico de las AS de plantas, al encontrarse sus transcritos 
extensamente distribuidos en una variedad de órganos, y no estar su expresión reprimida 
por la luz (Figs. 22A y 32). Este modelo de expresión indica que la isoenzima 
codificada por HAS2 es la principal encargada de suministrar asparragina a aquellos 
procesos que tengan lugar en tejidos bien iluminados, con una limitada contribución de 
las isoenzimas codificadas por HAS1 y HAS1.1 que, como se ha demostrado mediante 
análisis por RT-PCR, no están completamente reprimidos por la luz. 
Diferencias en la regulación por la luz de genes AS pertenecientes a las clases I 
y II ya han sido descritas en Arabidopsis (Lam et al., 1998), la otra especie donde se han 
aislado genes AS pertenecientes a las dos clases. La luz reprime la expresión de ASN1, 
perteneciente a la clase I, mientras que induce la expresión de ASN2, perteneciente a la 
clase II. Esta situación se asemeja a la encontrada en girasol, ya que la expresión de 
HAS2 se afecta positivamente por la luz y negativamente por la oscuridad (Fig. 27). La 
represión parcial que sufre el gen HAS2 en oscuridad sucede antes en raíces que en 
hojas. En cualquiera de los dos casos, la disminución de los niveles de sus transcritos no 
se hace patente hasta después de una prolongada exposición a la oscuridad (48 horas en 
raíz y 72 horas en hojas). En comparación, la represión de ASN2 en oscuridad es más 
temprana, ya que sus transcritos se hacen indetectables a las 24 horas de inicio del 
tratamiento (Lam et al., 1998). El gen que codifica la AS de arroz es otro gen 
perteneciente a la clase II que no se reprime por luz (Nakano et al., 2000). El 
descubrimiento  de  genes  de  la  clase II no reprimibles por luz en especies lejanamente  
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emparentadas entre sí, como Arabidopsis, arroz y girasol, sugiere una extensa 
distribución de este tipo de genes que anima a una búsqueda exhaustiva de tales genes 
en las especies donde ya se han encontrado genes AS de la clase I. Para esta búsqueda 
se recomienda el uso de técnicas basadas en la amplificación de cDNA y el análisis de 
restricción (Carrasco Ballesteros, 2000), en lugar de la evaluación de genotecas con 
sondas heterólogas, la forma más común de aislar genes AS de plantas hasta el presente. 
No todos los genes de la clase II carecen de represión por luz, como se deduce de la 
ausencia de transcritos AS en tejidos iluminados de maíz (Chevalier et al., 1996). De 
igual manera, aunque la mayoría de los genes pertenecientes a la clase I analizados se 
reprimen por luz, existen algunas excepciones como es el caso de LJAS1 y LJAS2 de 
Lotus japonicus (Waterhouse et al., 1996) y PVAS1 de Phaseolus vulgaris (Osuna et al., 
2001), lo que demuestra que la expresión en la luz es un rasgo estimable que ha sido 
seleccionado positivamente en la evolución de los genes AS de ambas clases. 
En relación al mecanismo de la represión por luz, nuestros resultados muestran 
que, al igual que ocurre en Arabidopsis (Lam et al., 1994) y en el guisante (Tsai y 
Coruzzi, 1990), en el girasol, el fitocromo juega un importante papel en la transmisión 
de la señal lumínica (Fig. 31). Dicho de otro modo, la luz ejerce un efecto directo sobre 
la expresión de los genes AS de girasol a través del fitocromo. En el mismo sentido, 
apoyando el papel regulador de la luz per se, está el hecho de que sólo la iluminación 
directa de las raíces reprima eficientemente la expresión residual de HAS1 y HAS1.1 que 
se observa en raíces de plantas iluminadas (Fig. 28).  
Cómo interviene el fitocromo en la regulación de la expresión de los genes AS 
por la luz es aún una pregunta abierta (Quail, 1991). Algunos estudios sugieren la 
implicación de una proteína de unión a guanina (Romero y Lam, 1993). 
La familia génica AS de girasol muestra un considerable grado de 
especialización de sus miembros que no se limita a una respuesta diferente a la luz. La 
etapa del desarrollo en que se encuentre la planta también afecta de manera diferente a 
la expresión de los genes HAS1, HAS1.1 y HAS2 (Fig. 22B). El que los niveles de 
transcritos de HAS2 sean más altos en tejidos jóvenes que en maduros, indica un papel 
preponderante de HAS2 en la construcción de esos órganos, además de una contribución 
a  su  mantenimiento.  Por  el  contrario,  los  transcritos  de  HAS1  y  HAS1.1  son  más  
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abundantes en hojas maduras, lo que indica que dichos genes colaboran más al 
mantenimiento de las hojas que a su formación. 
Por otra parte, en la síntesis de asparragina que se requiere en diferentes 
situaciones de movilización de nitrógeno, como la germinación y la senescencia, están 
involucrados diferentes genes AS de girasol. De acuerdo con los datos de la 
acumulación de transcritos mostrados en las Figuras 22A y 24, se espera que HAS2 
juegue un papel primordial en la síntesis de asparragina durante la germinación, proceso 
en el cual la contribución de los genes HAS1 y HAS1.1 sería mucho menor. Igualmente, 
la asparragina formada durante la senescencia de los cotiledones se debería 
especialmente a la actividad del gen HAS2, con una menor colaboración de los genes 
HAS1 y HAS1.1 (Figs. 22A y 24). La expresión de HAS1 y HAS1.1 durante la 
senecencia de los cotiledones es siempre muy limitada (Fig. 22A). Por el contrario, la 
asparragina formada durante la senescencia de la hoja primaria se debería 
principalmente a la actividad de los genes HAS1 y HAS1.1, con una colaboración del 
gen HAS2 (Fig. 26). Los resultados obtenidos acerca de la participación de los distintos 
genes AS de girasol en la senescencia del cotiledón y de la hoja están de acuerdo con lo 
publicado para otras plantas. Al igual que ocurre en los cotiledones senescentes del 
girasol, en los que la expresión de los genes AS es muy débil, en cotiledones 
senescentes de rábano no se detectan transcritos del único gen AS descrito en esta 
especie (Nozawa et al., 1999). En cuanto a la senescencia de las hojas, Fujiki et al. 
(2001) obtienen transcritos del gen ASN1 de Arabidopsis, reprimible por luz, en hojas 
senescentes de plantas iluminadas, como ocurre en el caso de HAS1 y HAS1.1. Estos 
autores sugieren que la disminución de la tasa fotosintética en las hojas senescentes, 
producida por la senescencia, llevaría a un descenso del contenido en azúcares que 
induciría a estos genes a pesar de la iluminación, lo que no explica por qué no ocurre lo 
mismo durante la senescencia de los cotiledones. En cualquier caso, los genes AS 
ejercerían un papel importante en el reciclaje de nitrógeno durante la senescencia de la 
hoja, posibilitando la síntesis de asparragina a partir del amonio derivado de la 
proteolisis. La asparragina formada transportaría el nitrógeno desde las hojas 
senescentes a los órganos que lo necesiten. Alternativamente, estos autores sugieren que 
la expresión de genes AS  asociada a  senescencia  en plantas iluminadas podría deberse  
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al papel de la asparragina en la destoxificación de amonio e incluso en la 
fotorrespiración (Fujiki et al., 2001).     
Se ha descrito la expresión de los genes AS pertenecientes a la clase I en 
cotiledones de guisante durante la germinación (Tsai y Coruzzi, 1990), en puntas de 
espárrago durante la senescencia inducida post-cosecha (Davies y King, 1993), en flores 
senescentes de Sandersonia (Eason et al., 2000) y en hojas senescentes de Arabidopsis 
(Fujiki et al., 2001). No obstante, no se han presentado aún datos acerca de la actividad 
diferencial de genes AS de clase I y II en respuesta a distintas situaciones de 
movilización de nitrógeno, como la germinación y la senescencia, o a diferentes etapas 
del desarrollo de la planta, que permitan comparar las situaciones encontradas en 
girasol. 
En los últimos años se ha discutido acerca de la posible relación entre el control 
por luz de la expresión de un gen y su regulación por los azúcares derivados de la 
fotosíntesis (Jang y Sheen, 1994). En este sentido, se sabe que la sacarosa simula el 
efecto que la luz tiene sobre la expresión de genes que codifican enzimas del 
metabolismo del nitrógeno como la nitrato reductasa (NR), la glutamina sintetasa 
(GS2), la glutamato sintasa (GOGAT) y la glutamato deshidrogenasa (GDH) (Cheng et 
al., 1992; Crawford y Arst, 1993; Lam et al., 1996). El hecho de que la asimilación de 
nitrógeno esté regulada por el nivel de carbono indica la existencia de una estrecha 
interrelación entre el metabolismo del carbono y del nitrógeno. En el caso de los genes 
que codifican la AS de plantas, se ha descrito una regulación metabólica por 
compuestos carbonados, como la sacarosa y la glucosa, en distintas especies de plantas 
(Lam et al., 1994 y 1998; Chevalier et al., 1996; Davies et al., 1996; Wang et al., 2000; 
Fujiki et al., 2001). El aporte exógeno de estos compuestos carbonados reprime los 
genes AS en plantas adaptadas a la oscuridad. En Arabidopsis, la sacarosa afecta a la 
expresión de los genes ASN1 (clase I) y ASN2 (clase II) de manera opuesta, reprime 
totalmente al primero e induce al segundo en plantas adaptadas a la oscuridad (Lam et 
al., 1998). Este tipo de regulación se repite con los genes AS de girasol en las raíces 
pero no en las hojas (Fig. 35). En las raíces la sacarosa reprime totalmente la expresión 
de los genes HAS1 y HAS1.1 e induce la de HAS2. En cambio, en las hojas la represión 
de HAS1 y HAS1.1 es nula o parcial dependiendo de las circunstancias. Si las plantas 
provienen de la oscuridad y se les añade  sacarosa al  medio  de  cultivo la  represión  de  
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HAS1 y HAS1.1 es nula, mientras que si las plantas provienen de la luz y son 
transferidas a la vez a un medio con sacarosa y a una situación de oscuridad la represión 
de estos dos genes AS es parcial (Figs. 35 y 44). Se desconoce si en Arabidopsis la 
respuesta a la sacarosa de ASN1 varía de las raíces a las hojas, ya que en el trabajo de 
Lam et al. (1998) se emplearon plantas completas, no siendo posible determinar 
diferencias entre órganos. En la raíz del girasol, se observa una clara relación entre la 
gran cantidad de sacarosa acumulada y la represión de la expresión de los genes HAS1 y 
HAS1.1 (Figs. 35 y 36). En hojas, a pesar de la cantidad de sacarosa acumulada en 
plantas cultivadas con este azúcar no se produce la represión completa de estos genes, 
quizás porque, aunque su nivel es mucho mayor que el de las plantas control, no es tan 
elevado como el que se observa en plantas iluminadas (Figs. 35 y 37). A esto hay que 
añadir la posibilidad de que la intensidad con la que se percibe la disponibilidad de 
carbono varíe de raíces a hojas, siendo necesaria una mayor cantidad de sacarosa en las 
hojas para generar una señal de la misma intensidad que en raíces. De la misma manera 
que, dependiendo del tejido, los azúcares pueden entrar en las células de las plantas por 
diferentes caminos, influyendo en su disponibilidad (Koch, 1996) y de ahí que la 
respuesta de los genes AS a la sacarosa no sea igual en raíces y en hojas, la situación de 
luz y de oscuridad puede influir en la percepción de azúcares por las plantas.  
La diferente respuesta de los genes AS de la clase I y II a la sacarosa se ha 
verificado en el girasol, además de en Arabidopsis (Lam et al., 1994 y 1998). Sin 
embargo, no todos los genes de la clase II son inducibles por sacarosa; de hecho, el gen 
que codifica la AS de maíz se reprime por este azúcar (Chevalier et al., 1996).  
El efecto represor de la sacarosa sobre la actividad de los genes de la clase I del 
girasol sugiere que la inducción que se observa en condiciones de oscuridad depende no 
sólo de la ausencia de la luz per se sino de la disminución del suministro de azúcares 
que conlleva el cese de la fotosíntesis. La fuerte disminución del contenido de sacarosa 
que sucede paralelamente a la inducción de HAS1 y HAS1.1 en plantas mantenidas en 
oscuridad  es coherente con una represión por metabolitos carbonados (Fig. 29).   
El empleo de plantas cultivadas en una atmósfera pobre en CO2 nos ha permitido 
distinguir entre la represión ejercida por la luz per se de la debida a los metabolitos 
derivados de la fotosíntesis. En estas plantas, la disminución de la fotosíntesis por la 
limitación de CO2 se refleja en un bajo contenido en sacarosa (Fig. 39 y Tabla VIII). En  
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estas condiciones se detectaron cantidades notables de transcritos de los genes HAS1 y 
HAS1.1 en las hojas, a pesar estar sometidas a iluminación. El efecto represor de la luz, 
per se, no es capaz de impedir la expresión de HAS1 y HAS1.1, que se activan para 
atender una situación de baja disponibilidad de carbono.  
Recientemente, se ha demostrado que el sistema sensible a azúcares responsable 
de la represión de la expresión de genes, como los que codifican la AS, implica la 
fosforilación de hexosas por la enzima hexoquinasa (Fujiki et al., 2000). Este hecho ya 
ha sido demostrado en genes fotosintéticos que son reprimidos por azúcares (Jang et al., 
1997) y en genes que son inducidos en condiciones de oscuridad, como los del ciclo del 
glioxilato (Graham et al., 1994).  
Chevalier et al. (1996) sugieren que la relación C/N intracelular podría ser un 
factor importante en la regulación de la expresión de los genes AS. En su trabajo 
demuestran que la expresión del gen AS de maíz es inducida por compuestos 
nitrogenados y reprimida por compuestos carbonados.  
Esta doble regulación de los genes AS por metabolitos carbonados y 
nitrogenados también se ha descrito en Arabidopsis. En esta ocación la sacarosa reprime 
la expresión de ASN1 e induce la de ASN2, mientras que los aminoácidos revierten 
dicho efecto (Lam et al., 1994 y 1998). 
Los tres genes AS de girasol respondieron de diferente manera a la adición 
exógena de compuestos nitrogenados. La respuesta de estos genes se ve influenciada 
por el tejido y las condiciones de iluminación. El efecto del amonio es especialmente 
interesante por cuanto produce una fuerte inducción de los tres genes AS de girasol en 
la raíz, tanto en condiciones de luz como de oscuridad (Figs. 40 y 43). Esto sugiere un 
papel destoxificador de la AS en raíces en el que participan los tres genes. El nitrato, a 
concentración 1 mM, produjo en las raíces, tanto en condiciones de luz como de 
oscuridad, una inducción menos intensa que el amonio, a concentración 15 mM (Figs 40 
y 43). Esto puede deberse a que un aporte moderado de nitrato produzca una menor 
acumulación de amonio en la raíz que un elevado aporte de amonio (Figs 41 y 45). En 
hojas de plantas iluminadas sólo se detectaron transcritos de HAS2, debido a que la 
represión por luz de HAS1 y HAS1.1 resulta ser más fuerte que el posible efecto positivo 
asociado al aporte exógeno de nitrógeno. En las hojas, en lugar de una inducción, el 
aporte  de  amonio  produjo  una  represión  de  HAS2.  El  nitrato  también  produjo  un  
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descenso de la expresión de HAS2 aunque de menor intensidad que la asociada al 
amonio. Estos resultados podrían deberse a que la limitación del transporte de amonio 
de la raíz a las hojas, debido a la toxicidad de este compuesto (Givan, 1979), impida su 
acumulación en las hojas (Fig. 41). Es sabido que, prácticamente, todo el nitrógeno 
absorbido por las raíces llega a las hojas en forma de aminoácidos, menos la parte que 
permanece allí para formar los aminoácidos necesarios en este tejido (Lea y Miflin, 
1980) (Fig. 42). Por lo tanto, el efecto que la adición de amonio ejerce sobre la 
regulación del gen HAS2 en la hoja no debe interpretarse como un efecto directo del 
amonio sino, más bien, de los aminoácidos derivados de su asimilación. En este tejido, 
elevadas cantidades de aminoácidos, como la observada a las 10 horas de tratamiento 
con amonio, reprimirían la expresión de HAS2. En general, la síntesis de aminoácidos y 
su transporte a la hoja dependerá de la cantidad de nitrógeno suministrado a la planta, 
siendo mayor en plantas cultivadas en 15 mM de amonio que en 1 mM de nitrato (Fig. 
42).  
  La temprana inducción que sufren HAS1 y HAS1.1 en hojas de plantas adaptadas 
a la oscuridad y tratadas con amonio puede deberse a que se favorece más aún la 
disminución de la relación C/N provocada por la oscuridad, ya que a la falta de carbono 
procedente de la fotosíntesis se le suma el aporte de nitrógeno debido al amonio. Con 
nitrato, la inducción de los genes HAS1 y HAS1.1 fue menos intensa que la observada 
en el caso del amonio, probablemente porque un aporte moderado de nitrato conlleva 
una menor disminución del balance C/N que un aporte abundante de amonio.  
De los resultados de la expresión de los genes AS de girasol en respuesta a 
fuentes de carbono y de nitrógeno se deduce que la relación C/N intracelular es un 
factor importante en la regulación de dichos genes, confirmando lo dicho por Chevalier 
et al. (1996). La reversión por amonio del efecto de la sacarosa sobre la expresión de los 
genes AS observada en la Figura 44, confirma, una vez más, que una variación de la 
relación C/N intracelular afecta significativamente la expresión de los genes HAS1, 
HAS1.1 y HAS2. Los genes HAS1 y HAS1 responden a la disponibilidad de carbono y 
de nitrógeno de la misma manera que lo hace el gen ASN1 de Arabidopsis, que se 
reprime por sacarosa y se induce por aminoácidos (Lam et al., 1994 y 1998), mientras 
que el gen HAS2 reponde, como ASN2 de Arabidopsis (Lam et al., 1998),  de manera 
opuesta a los demás miembros de  su  familia.  Estudios  recientes han  demostrado  que  
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ASN2 se induce en presencia de grandes cantidades de nitrato (de 5 a 10 mM), mientras 
que pequeñas cantidades (0.25 mM) apenas le afectan (Wang et al., 2000). Esto 
confirma que la disponibilidad de nitrógeno influye sobre la expresión de los genes AS, 
como se ha demostrado en el girasol.  
Kawachi et al. (2002) determinaron la expresión de la AS en respuesta a 
distintas fuentes de nitrógeno, suministradas externamente a plántulas de arroz, 
estudiando la actividad enzimática y los niveles de proteínas mediante 
inmunolocalización. Los resultados obtenidos en términos de actividad enzimática y 
contenido de proteína AS se asemejan a los encontrados en relación a la expresión de 
los genes HAS1 y HAS1.1 de girasol: un gran aumento del contenido de proteína AS y 
de actividad enzimática en raíces y hojas de plantas cultivadas en presencia de amonio. 
El nitrato suministrado, a baja concentración (1 mM de nitrato), al medio de cultivo de 
las plantas no tuvo efecto.  
La carencia de nitrógeno provoca respuestas opuestas de los genes HAS1 y 
HAS1.1 con respecto a HAS2: en plantas iluminadas, HAS2 se induce en ausencia de 
fuente de nitrógeno mientras que HAS1 y HAS1.1 se reprimen (Figs. 40 y 57). Estos 
resultados son coherentes con el modelo de regulación por el balance C/N antes 
comentado. En ausencia de fuente de nitrógeno, el balance C/N aumentaría 
favoreciendo la expresión de HAS2 y reprimiendo la de HAS1 y HAS1.1. De hecho, el 
contenido en aminoácidos de las plantas mantenidas en ausencia de nitrógeno 
disminuye en raíces, donde la inducción de HAS2 es más evidente, mientras que 
aumenta ligeramente en las hojas (Fig. 60). En cualquier caso, como se ha descrito para 
otras especies vegetales (Hopkins, 1999), la permanencia en medio sin nitrógeno 
provoca un aumento del nivel de azúcares tanto en raíces como en hojas del girasol 
(Figs 58 y 59) que contribuye a incrementar el balance C/N en ambos órganos. También 
en condiciones de oscuridad, la ausencia de nitrógeno afecta negativamente a la 
expresión de HAS1 y, especialmente, la de HAS1.1, al retrasar la inducción de estos 
genes que sucede en ausencia de luz (Fig. 27).  
El efecto de la carencia de nitrógeno sobre la expresión de los genes AS es una 
cuestión muy escasamente tratada. La única información disponible proviene de los 
trabajos de Chevalier et al. (1996) y de Kawachi et al. (2002). El primero informa de 
que la carencia de nitrógeno provoca, en la raíz, un aumento temprano y transitorio de la  
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expresión del gen que codifica la AS de maíz. El mismo tipo de respuesta rápida y 
transitoria se observa en el caso de HAS1 (Fig. 57), que no es fácilmente explicable en 
términos de la regulación C/N antes descrita. En el segundo, se describe la ausencia de 
actividad enzimática y proteína AS provocada por la carencia de nitrógeno, lo que 
sugiere que el gen que codifica la AS de arroz (clase II) se comporta como los que 
codifican los polipéptidos HAS1 y HAS1.1 de girasol (clase I).  
Prianischnikow (1922) fue el primero en demostrar que la cantidad de 
asparragina de los tejidos podría ser incrementada si las plantas se cultivaban en 
condiciones de luz y con un elevado aporte de amonio. Este autor sugirió que la 
acumulación de asparragina bajo estas condiciones era un mecanismo para la 
destoxificación del amonio, análogo a la producción de urea en animales. El papel 
destoxificador de la asparragina fue después propuesto en otras especies de plantas 
(Givan, 1979; Kanamori y Matsumoto, 1974; Stewart, 1979; Lam et al., 1998). 
Nosotros hemos demostrado que, cuando hay abundante cantidad de amonio en las 
raíces (Figs. 41 y 45), se produce un aumento de la expresión de los tres genes que 
codifican la AS en girasol (Figs. 40 y 44). Por el contrario, en las hojas no hemos 
podido demostrar esta relación existente en raíces debido a que todo el amonio que llega 
a la planta es transformado inmediatamente en otros compuestos nitrogenados, como las 
amidas, para evitar su toxicidad. Por este motivo, las cantidades de amonio presentes en 
este tejido no son demasiado elevadas (Figs. 41 y 45). 
La acumulación de amidas es un hecho conocido y especialmente pronunciado 
durante la eliminación de grandes cantidades de amonio en las plantas y es 
frecuentemente aplicado a aquellos casos donde el amonio es generado en los tejidos 
internos de las plantas. La acumulación de amidas, por ejemplo, proporciona la primera 
medida para combatir la toxicidad del amonio durante la senescencia de la hoja, cuando 
la proteolisis libera aminoácidos solubles que son desaminados y sometidos a procesos 
respiratorios, con la consecuente liberación de amonio (Givan, 1979).  
Algunas condiciones ambientales que provocan estrés en las plantas aceleran la 
desnaturalización de proteínas y su consiguiente degradación (Vierstra, 1993). Al 
activarse la proteolisis se liberan compuestos de nitrógeno y amonio que tiene que ser 
retirado del medio. Dentro de estas condiciones ambientales se encuentran el choque 
térmico, la exposición a metales pesados, el exceso de sal y la falta de nutrientes (Kang  
 
 
Mª Begoña Herrera Rodríguez                                                                                             DISCUSIÓN 
 
 197
 
y Titus, 1989; Ferguson et al., 1990; Genshik et al., 1992; James et al., 1993). Está 
descrito que en diversos estreses ambientales se produce una síntesis de amidas, 
asparragina y glutamina, para la retirada del medio del amonio liberado en la proteolisis 
(Stewart y Larher, 1980; Rabe, 1990). En el girasol hemos observado la inducción de 
los genes HAS1 y HAS1.1 por exposición a exceso de cobre en raíces de plantas 
cultivadas bajo iluminación normal (Fig. 54) y por tratamientos que provocan estrés 
hídrico y salino, tanto en raíces como en hojas de plantas cultivadas bajo iluminación 
normal (Fig. 47). La expresión de los genes HAS1 y HAS1.1 detectada en las hojas a las 
24 horas de tratamiento con 300 mM de manitol y 150 mM de cloruro sódico no se 
corresponde con los datos observados en otras situaciones en las que las plantas están 
iluminadas: una represión de la expresión de dichos genes por la luz. Estos resultados 
muestran una respuesta al estrés tardía de los genes HAS1 y HAS1.1, ya que, en función 
del estado de las plantas, mostrado en la Figura 46, a las 4 horas de tratamientos las 
plantas ya se encontraban estresadas. La AS sería una enzima que podría responder a 
factores específicos del estrés en plantas, o quizás a la cantidad de amonio que se libera 
durante los mismos, o a la disminución de carbono debido a un descenso de la 
fotosíntesis causado por el estrés. La primera hipótesis cobra fuerza en raíces debido a 
la falta de relación entre los niveles de sacarosa y de aminoácidos presentes en las 
plantas sometidas a dichos estreses y los niveles de transcritos observados para los 
genes AS de girasol. En raíces de plantas cultivadas durante 24 horas en presencia de 
manitol y cloruro sódico, a igual cantidad de aminoácidos, el contenido en sacarosa en 
las plantas tratadas con cloruro sódico fue mucho mayor y la expresión de los genes 
HAS1 y HAS1.1 se indujo por igual en ambos tratamientos, siendo mayor que la 
observada en las plantas control. Por el contrario, a las 4 horas de tratamientos, a 
igualdad en el contenido de aminoácidos, los niveles de sacarosa en las raíces de las 
plantas cultivadas con cloruro sódico fue menor que en las de manitol y la expresión de 
HAS1 y HAS1.1 fue ligeramente superior con este último tratamiento (Figs. 47, 49 y 
50). En las hojas, en cambio, aún no está muy claro si la AS responde a factores 
específicos del estrés ya que, a pesar de que la inducción de la expresión de los genes 
HAS1 y HAS1.1 observada en las plantas cultivadas durante 24 horas en presencia de 
manitol se produce con una gran cantidad de sacarosa en este tejido, también aumenta 
considerablemente el nivel de aminoácidos, no pudiéndose descartar una regulación de  
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los genes AS por el balance C/N de la planta (Figs. 47, 49 y 50). Los altos niveles de 
sacarosa en las hojas de plantas estresadas está de acuerdo con el papel osmorregulador 
descrito para dicho azúcar en situaciones de estrés (Quick et al., 1992; Raggi, 1994). 
Tampoco se encuentra relación entre los niveles de sacarosa presentes en las raíces de 
plantas tratadas con 20 µM de sulfato de cobre y la expresión de los genes AS, ya que, a 
alto contenido en sacarosa en las raíces, en especial a las 24 y 48 horas de tratamiento, 
se produce una inducción de los genes HAS1 y HAS1.1 (Fig. 55). De todos estos 
resultados se deduce que la sacarosa, en plantas sometidas a estrés hídrico, a estrés 
salino y a estrés por metales pesados, estaría actuando como un osmorregulador para 
evitar una pérdida excesiva de agua por la planta, pero no actuaría sobre la expresión de 
los genes AS. Por este motivo, se podría pensar que la sacarosa que entra dentro de la 
célula en esas situaciones de estrés, lo hace de tal modo que no se encuentra disponible 
para actuar sobre la expresión de los genes AS de girasol. En cambio, en las plantas 
cultivadas en ausencia de fuente de nitrógeno a largo plazo se produce la acumulación 
de azúcares debido a la falta de amonio, que debe ser incorporado a los esqueletos 
carbonados para poder ser transportado por la planta (Figs. 58 y 59). 
Se ha demostrado que la acumulación de compuestos nitrogenados, como la 
arginina, la prolina, las amidas glutamina y asparragina y el amonio, en respuesta al 
estrés medioambiental, está relacionada con la salud general de las plantas. Rabe y 
Lovatt (1986a) sugieren que niveles altos de arginina en las hojas o niveles altos de 
aminoácidos libres, así como ciertas aminas, podrían ser indicadores de estrés en 
plantas. Raggi (1994) sugiere un papel osmorregulador a los aminoácidos libres 
acumulados, en especial a la prolina y las amidas. En este sentido, hay que destacar la 
presencia de altos niveles de aminoácidos en hojas de plantas sometidas a estrés hídrico 
y a estrés salino, que observamos especialmente en las plantas tratadas con manitol, y el 
ligero aumento en la cantidad de aminoácidos detectado en raíces tratadas con exceso de 
cobre (Figs. 50 y 56). Los niveles de aminoácidos detectados en las hojas de plantas 
cultivadas en ausencia de fuente de nitrógeno a largo plazo, muy similares a los del 
control, tienen que provenir de las reservas presentes en la planta, puesto que la síntesis 
de novo debe estar disminuida debido a la deficiencia de nitrógeno. En raíces se observa 
cómo van disminuyendo los niveles de aminoácidos conforme transcurre el 
experimento. Este hecho puede deberse a que en este tejido las reservas de aminoácidos  
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no son tan abundantes como en las hojas. Por otra parte, la asparragina producida como 
consecuencia de la inducción de los genes que codifican la AS, podría ser, al igual que 
la arginina, un agente osmótico indicador del estrés en las plantas. Así, la enzima AS 
tendría un papel en el estrés, como productora del agente osmótico asparragina, además 
de un papel en la destoxificación del amonio en la planta, si bien ambos procesos 
estarían muy relacionados durante el estrés. 
Rabe y Lovatt (1986b) formularon la hipótesis de que es la falta de carbono la 
que contribuye a una acumulación del amonio liberado por proteolisis en diversos 
procesos de estrés. Estudios llevados a cabo en plantas tratadas con amonio demuestran 
que se produce un aumento de la actividad de la enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa 
(PEPc), que carboxila al fosfoenolpiruvato (PEP) para rendir oxalacetato (OAA), la cual 
aportaría los esqueletos carbonatados necesarios para la destoxificación de amonio 
(Givan, 1979; Arnozis et al., 1988; Vanlerberghe et al., 1990; Cramer et al., 1993; 
Cramer y Lewis, 1993). Este OAA formaría α-cetoglutarato (α-CG) que entraría en el 
ciclo de la glutamina sintetasa y de la glutamato sintasa (GS-GOGAT) y destoxificaría 
el amonio que hay en la planta. La gran acumulación de asparragina encontrada en 
raíces de maíz cultivadas en presencia de amonio indicaría que se produce una 
transaminación del OAA para formar aspartato, que rendiría asparragina a través de la 
AS (Cramer et al., 1993). De todos estos resultados se podría deducir que el OAA 
entraría, por una lado, en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos para formar α-CG, que 
destoxificaría amonio por la vía GS-GOGAT dando lugar a glutamina, y, por otro lado, 
sería transaminado por la aspartato transaminasa para formar aspartato. Con la 
glutamina y el aspartato se formaría asparragina mediante la AS. Esto estaría de acuerdo 
con el hecho de que las plantas sintetizan asparragina en situaciones de déficit de 
carbono, como es el caso, donde es preferida a la glutamina por tener un carbono menos 
que ésta (Genix et al., 1990 y Brouquisse et al., 1992). 
Cuando las plantas fueron cultivadas a 40ºC se observó una represión de los 
genes AS de girasol en raíces (Fig. 51) que se correspondió con un descenso tanto en los 
niveles de sacarosa como en los de aminoácidos (Figs. 52 y 53). Esta misma caída de la 
cantidad de sacarosa, acompañada de un leve descenso en la cantidad de aminoácidos 
ocurrido  sólo  a  las  4  horas  de  tratamiento, se observó en hojas donde únicamente se 
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detectaron transcritos del gen HAS2 al encontrarse reprimidos por la luz los otros dos 
genes AS. La inducción del gen HAS2 producida en este tejido a las 12 horas de 
tratamiento no se correspondió con la variación en el balance C/N ocurrida, ya que el 
descenso en el contenido de sacarosa observado en hojas, mientras los niveles de 
aminoácidos permanecen invariables, reprimiría a HAS2 según lo comprobado 
anteriormente en los experimentos con metabolitos carbonados y nitrogenados, en lugar 
de inducirlo. Por este motivo, y dado que no se puede saber con seguridad nada de lo 
que está pasando en raíces al disminuir tanto la sacarosa como los aminoácidos, se 
podría pensar que no existe relación entre el balance C/N y la expresión de los genes AS 
en esta situación. La represión de la expresión de los tres genes AS encontrada en raíces 
podría deberse a un efecto más de los producidos en las plantas cuando, debido al 
exceso de calor, se deteriora su maquinaria biosintética. 
Experimentos relacionados con el estrés, similares a los realizados por nosotros, 
se han llevado a cabo con la AS de ápices de raíz de maíz (Chevalier et al., 1996). El 
gen AS de maíz se indujo después de la exposición a una concentración tóxica de cobre, 
a una deficiencia de nitrógeno y a un estrés salino. De esta manera se demuestra, una 
vez más, que los genes de la clase I y II no se diferencian por presentar patrones de 
expresión distintos, ya que el gen que codifica la AS de maíz pertenece a la clase II y 
los genes HAS1 y HAS1.1 a la clase I.  
En resumen, procesos como la senescencia o ciertos estreses ambientales 
favorecen la proteolisis, lo que lleva a aumentar los niveles de amonio en la célula. Para 
prevenir los efectos tóxicos del amonio en la célula, éste debe de ser excretado o 
reasimilado mayoritariamente en forma de asparragina. Nosotros pensamos que ésta es 
la principal causa por la que se ven inducidos los genes AS de girasol en aquellas 
situaciones en las que se aumenten los niveles de amonio en la planta, debido al papel 
destoxificador de amonio de la asparragina. Además, también se ven afectados por otros 
factores como son los niveles de carbohidratos y de aminoácidos presentes en la planta, 
la luz per se a través del fitocromo y factores específicos del estrés, pudiendo existir 
interacciones entre todos ellos. 
Una vez analizada la expresión de los genes AS de girasol y comparada con la 
de otros genes AS de plantas, se puede concluir que los genes pertenecientes a la clase I 
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 o a la clase II no siguen un patrón de expresión diferente que los caracterice como 
pertenecientes a una u otra clase. 
La existencia de familias génicas en plantas es siempre ventajosa ya que, como 
mínimo, la duplicación de genes protege de la pérdida de función por inactivación de un 
solo gen. Además, la evolución natural de las familias génicas suele llevar a la 
divergencia de sus miembros que pasan a tener propiedades diferentes, estableciéndose 
un grado variable de especialización en su seno (Wen-Hsiung, 1983). La habilidad de 
cada miembro de una familia génica para atender misiones diferentes de las de los 
demás aumenta la versatilidad y capacidad de respuesta de la planta. Después de los 
estudios realizados en la familia génica del girasol, se ha confirmado un elevado grado 
de especialización en sus miembros.  
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1. La asparragina sintetasa de girasol está codificada por una pequeña familia de genes  
homólogos compuesta por tres miembros: HAS1, HAS1.1 y HAS2. 
 
2. HAS1 y HAS1.1 son genes gemelos que codifican polipéptidos de la clase I con 
estructura primaria y secundaria muy semejante. El gen HAS2 codifica un 
polipéptido de la clase II que carece de la región C-terminal variable y es más 
semejante a las AS de otras especies de plantas que a las de girasol. 
 
3. Los polipéptidos HAS1, HAS1.1 y HAS2 son asparragina sintetasas dependientes 
de glutamina de tipo Ntn porque presentan en su secuencia los residuos 
aminoacídicos esenciales que conforman el dominio de unión a este sustrato, y el 
túnel molecular que une dicho dominio con el dominio de unión al aspartato y al 
AMP que son característicos de este tipo de AS. 
 
4. Los polipéptidos codificados por HAS1 o HAS2 son AS funcionales porque 
complementan a una estirpe de E. coli auxótrofa para la asparragina, lo que además 
demuestra que la carencia de la región C-terminal variable no impide la catálisis. 
 
5. Los genes que codifican la AS de girasol muestran patrones de expresión diferentes 
que indican una diversidad de funciones para sus productos. HAS2 es el principal 
responsable de proporcionar asparragina durante la germinación y la senescencia del 
cotiledón. En cambio, durante la senescencia de la hoja, los tres genes, HAS1, 
HAS1.1 y HAS2 colaboran en la formación de asparragina. En condiciones 
normales, la distribución de la expresión de HAS2 es mucho más amplia que la de 
HAS1 y HAS1.1, mientras que en oscuridad son estos dos genes los principales 
responsables de la síntesis de asparragina. Los genes AS de girasol también 
participan en diversas situaciones de estrés. HAS1 y HAS1.1 responden al estrés 
hídrico, al estrés salino y al provocado por metales pesados, mientras que HAS2 
interviene en situaciones de déficit de nitrógeno. 
 
6. La expresión de los genes que codifican la AS de girasol está modulada por 
múltiples factores, existiendo interacciones entre ellos. Existe una regulación por luz 
directamente a través del fitocromo e indirectamente a través del carbono presente 
en la planta. También ejercen un papel regulador los compuestos de nitrógeno, en 
especial el amonio. Metabolitos de carbono, como la sacarosa, reprimen a HAS1 y 
HAS1.1 e inducen a HAS2, mientras que el amonio induce a los tres genes. Además 
el amonio revierte el efecto represor de la sacarosa, demostrando que los genes AS 
responden a variaciones en el balance de C/N de la planta. En raíces sometidas a 
estrés no se cumple la regulación metabólica antes descrita, por lo que posiblemente, 
en este tejido, estos genes también se afecten por factores específicos de estas 
situaciones de estrés. 
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